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第 1 章  序論  
 
1-1. 昆虫科学における遺伝子導入システムの必要性  
 昆虫（ Insecta：六脚綱）は地球上でもっとも種数の多い分類群である．現在
までにおよそ 100 万種が記載され，未記載種を含めると 250 万から 3000 万種も
存在すると見積もられている（Starr, 2017）．昆虫がこれほどまでに多くの種に
分化できたのは，海から高山に至るまで様々な環境に適応する過程で多様な形
質を獲得してきたためであろう．多様な形質を有する昆虫を用いた解析は，生
物の形質がどのように進化し，維持されてきたのかについての我々の理解を深
めるのに役立つ．また，昆虫の中にはカイコ（絹，製薬），ハナバチ（蜂蜜，蜜
蝋，花粉媒介），一部のカイガラムシ（天然色素，蝋）など産業に利用される種
やイナゴやカワゲラなど食用とされる種，クサカゲロウやテントウムシなど農
業天敵として利用される種など有益なものがいる．一方で，農作物を加害した
り病原菌を媒介したり，あるいは侵略的外来種として在来種と競合したりする
昆虫も存在する．害虫としての側面を制御し，有益に昆虫を利用するにはそれ
ぞれの形質を行動生態学的に理解するだけでは不十分であり，遺伝学的なメカ
ニズムの理解を欠かすことはできない．  
形質と遺伝子とを結びつけるために取られる手法は，大きく分けて 2 つある．
1 つは，ある表現型（突然変異や種内・種間変異）に着目し，その原因となる
遺伝子を明らかにすることを目的とした順遺伝学的解析（Forward genetics）で
ある．もう 1 つは，ある遺伝子に着目し，その遺伝子に人為的な操作を加える
ことで表現型にどのような影響があるかを調べる逆遺伝学的解析（Reverse 
genetics）である．これらの解析手法は，形質と遺伝子との関係性を明らかにす
るという点で目的を一にするものの，研究の始発点と終着点が正反対のアプロ
ーチである．これまで， “モデル種 ”であるキイロショウジョウバエでは両方の
手法が用いられてきた．例えば，キイロショウジョウバエの全ゲノムは 2000
年に解読されてから年々アップデートされ，現在では 17737 個の遺伝子をコー
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ドしていることが明らかになっている（Adams et al., 2000；Gramates et al., 2017）．
また，遺伝子機能を調べるための遺伝子 Knock Down/Out/In 技術に加えて，精
密な遺伝子操作技術も様々なものが開発されている（Bassett & Liu, 2014；
Venken & Bellen, 2014）．その一方で，モデル種以外のほとんどの昆虫では遺伝
学的な解析を行うのは困難なままである．  
非モデル昆虫の中にはモデル種には見られない，風変わりな形態や驚くべき
行動を有しているものがいる．そのように興味深い特徴を有する非モデル昆虫
は行動生態学の分野で活用されてきたものの，ゲノムが解読されていないため
に遺伝学的な操作を行うにあたっては，標的とした遺伝子の配列情報を容易に
獲得できないという問題点があった．今日，次世代シーケンサーの普及に伴い，
大規模な塩基解析にかかるコストや労力が減少したことで，非モデル昆虫にお
いても網羅的な遺伝子解析を行うことが可能になった（Ekblom & Galindo, 
2011）．つまり，順遺伝学的な解析手法の躍進によって，非モデル昆虫において
も特定の形質を制御する遺伝子を解明するための環境が整いつつある．しかし
ながら，それらの候補の中から偽陽性の遺伝子を排除したり，どの程度形質に
寄与しているかを調べたりするための逆遺伝学的な解析手法の導入は，現在に
至っても達成されていない種がほとんどである．  
非モデル昆虫において遺伝子の機能を解析するために用いられている主要な
技術は，RNA 干渉（RNA interference：RNAi）である（Kola et al.,  2015）．RNA
干渉は，1998 年に Fire と Mello のグループによって発見された現象で， siRNA
（ short/small interfering RNA）もしくは比較的長い二本鎖 RNA によって配列特
異的に mRNA の発現を抑制する（Fire et al., 1998）．開発当初の研究において，
初期胚へのマイクロインジェクションでは幼虫期以降まで効果が持続しないこ
とが問題であったが，幼虫へのマイクロインジェクションや給餌・浸漬による
二本鎖 RNA の導入が可能になったことで各発育段階で RNA 干渉を行えるよう
になり，次第に多くの昆虫で利用されるようになった（Tomoyasu & Denell, 
2004；Baum et al.,  2007；Mao et al.,  2007）．RNA 干渉の特徴は，遺伝子 Knock Out
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とは異なり，遺伝子の機能を完全には喪失させない点である．このことは，生
存に重篤な影響を与えるような遺伝子であっても解析できるという利点になる
反面，その不完全性によって，効果が小さかったり再現性を十分に得られなか
ったりという欠点にもつながる．また，RNA 干渉による遺伝子の発現抑制効果
は，ほとんどの生物で次世代へと受け継がれないため，系統を確立して維持す
ることはできない．以上に加えて，RNA 干渉を用いた遺伝子機能解析の最も重
要な欠点は，オフターゲット効果を制御できないことである．RNA 干渉におけ
るオフターゲット効果とは，ターゲット配列との類似性によって無関係な
mRNA を認識し，機能を抑制してしまうことである．オフターゲット効果を受
けたかどうかは視認できない上，オフターゲットとなりうる配列がゲノム上に
存在しているかどうかは全ゲノムが解読されている種でなければ確認すること
が難しい．  
 
1-2. 昆虫における遺伝子導入技術  
 RNA 干渉のように mRNA を介した間接的な遺伝子の制御ではなく，遺伝子
そのものを改変する方法のうち，非モデル昆虫でも比較的簡単に利用できるの
がトランスポゾンを用いた形質転換法である．トランスポゾンとは，ゲノム上
を自律的に移動する能力を持つ因子であり， 1950 年頃に McClintock によって
発見された（McClintock, 1950）．トランスポゾンを用いた形質転換では末端反
復配列（Terminal Inverted Repeats：TIRs）を認識して，切り出しと組み込みを
行うトランスポゼースを利用することで遺伝子をゲノム内に組み込むことがで
きる．トランスポゾンの中には，キイロショウジョウバエでよく利用される
P-element のように限られた種でしか移動活性のない種類がある一方，種を問わ
ず利用できる piggyBac や Minos などもあるため，非モデル昆虫でも形質転換を
行うことができる（表 1-1；Handler et al.,  1993；Pavlopoulos et al.,  2007；Nakamura 
et al., 2010；Warren et al.,  2010；Fraser, 2012；Handler & O’Brochta, 2012；Liu et 
al.,  2012；Schetelig & Handler, 2013；Beaudette et al., 2014；Yusa, 2015）．加え
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て，細胞分裂前の初期胚にマイクロインジェクションを行うことで次世代にも
形質転換の効果を受け継がせることができ，系統を確立することも可能である．
それにもかかわらず，トランスポゾンを用いた形質転換法は遺伝子の機能を精
確に調べたい場合には，最適な方法であるとは言えない．なぜなら，外来遺伝
子は周囲のゲノム環境によって異なる発現制御を受けるため（ポジション効果），
トランスポゾンによってランダムな部位に組み込まれてしまう場合にはこの効
果を制御できないからである（図 1-1B）．また，遺伝子の内部に転移し，無関
係な遺伝子を破壊してしまう可能性さえある（図 1-1C；Li et al.,  2013）．  
ZFNs や TALEN，CRISPR/Cas9 といったゲノム編集技術を用いると，ターゲ
ットとしてあらかじめ選定したゲノム上の部位に対して任意の配列を組み込ん
だり破壊したりすることが可能になり，トランスポゾンを用いた形質転換では
制御できなかったポジション効果の問題を解決できる（Salsman & Dellaire, 
2017）．中でも， 2012 年に登場した CRISPR/Cas9 システムは，ターゲット配列
を指定するためのガイド（ sgRNA）の設計が非常に簡単であったため，幅広い
生物種で利用される汎用的な技術となった（ Jinek et al.,  2012；Wang et al.,  
2013；Momose & Concordet, 2016；Krappmann, 2017；Taning et al.,  2017）．ゲノ
ム編集技術はポジション効果を制御できないトランスポゾンに比べて，遺伝子
の機能を精確に解析する上で優れた技術だといえるが，それでもなお，発生学
や行動生物学の分野で遺伝的な解析に用いるには不十分な点が残されている
（表 1-2）．まず，組み込むことができる遺伝子サイズに上限があるという難点
がある．初期の研究で用いられていた単純なマーカー遺伝子と比較して，今日，
発生学や行動生物学で用いられるコンストラクトのサイズは増加傾向にあり，
時には様々な機能因子を含んで 15kb になることもある（ e.g., Bosch et al., 2015）．
現在のところ CRISPR/Cas9 システムでは，それほど大きなコンストラクトを導
入することはできない（Salsman & Dellaire, 2017）．そして，遺伝子導入効率の
低さも問題になる．実際には 1 つの実験の中で，ポジティブコントロールとネ
ガティブコントロールを含めたいくつかの遺伝子について，複数の系統を用い
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て結果を比較する必要がある．従って，全ての実験を実施する上での労力を減
らすためにも，遺伝子導入系統の確立は簡便かつ効率が高いことが望まれる．
しかしながら，現在までに報告されている CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝
子の導入効率は，これまで用いられていた他の技術に比べると格段に低い
（Gratz et al., 2013, 2014；Yu et al.,  2014；Gilles et al.,  2015）．  
 
1-3. インテグレースを用いた部位特異的な遺伝子導入  
 ポジション効果を制御するための技術の一つとして，特定の部位に遺伝子を
組み込むことが可能な，バクテリオファージ由来のインテグレースがキイロシ
ョウジョウバエを中心に利用されてきた．バクテリオファージは細菌に感染し
た後の増殖様式の違いによって，ビルレントバクテリオファージとテンペレー
トバクテリオファージの 2 タイプに分けられる（Smith et al., 2010）．感染した
細菌の細胞膜を破壊する “溶菌 ”のみを行うビルレントバクテリオファージに対
して，テンペレートバクテリオファージは “溶菌 ”だけでなく “溶原化 ”を行う．
溶原化とは，細菌内に安定的な状態で保持されたファージのゲノム DNA（プロ
ファージ）が細菌の増殖に伴って子孫に伝達されていく現象である．細菌内の
プロファージはプラスミドとして独立に存在することもあれば，宿主染色体に
組み込まれることもある．プロファージは溶原サイクルから溶菌サイクルに移
行する際に，細菌の染色体から切り出されて放出される（Fogg et al.,  2014）．こ
の宿主染色体へのプロファージの組み込みと切り出しに用いられる酵素がイン
テグレースであり，ファージが有する attachment P（attP）配列と宿主染色体上
の attB 配列それぞれに対して，二量体を形成して結合する（図 1-2A）．その後，
attP 配列と attB 配列が対合し（図 1-2B），DNA 二本鎖の開裂，相補鎖の交換，
ライゲーションを経て，宿主染色体にプロファージが組み込まれる（図 1-2C；
Olorunniji et al., 2012；Rutherford et al., 2013）．組み込み後には，attP 配列と attB
配列を半分ずつ有する attL 配列と attR 配列が生成される（図 1-2D）．ファージ
由来の付属タンパク質である RDF（Recombination directionality factor）や Xis
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（Excisionase）が存在する場合，インテグレースは attL 配列と attR 配列を基質
に切り出し反応を行うが，これらのタンパク質が存在しない条件下では attP 配
列と attB 配列を基質に組み込み反応だけを行う（Khaleel et al., 2011；Fogg et al., 
2014）．このような基質特異性は，インテグレースによる遺伝子導入効率の高さ
に寄与している．  
 インテグレースは触媒残基の違いによってチロシン型とセリン型に分けられ
る．チロシンインテグレースの中で最も有名なものが， λ ファージ由来の Int
（ Integrase）であり，ベクターへの遺伝子のクローン化をハイスループットに
行える Gateway システムに利用されている（Hartley et al.,  2000）．一般的なク
ローンベクターの作製では，制限酵素配列の付加やリガーゼ処理を行った上で，
組み込んだ遺伝子の挿入方向を確認する必要があり，手間と時間が掛かってし
まう．しかも，制限酵素配列を付加するために PCR（Polymerase Chain Reacion）
を行えば，変異が導入される可能性を否定できない．Gateway システムを用い
れば Int を用いた遺伝子のクローニングによって，制限酵素配列の付加やリガ
ーゼ処理を行うことなく，ベクターに遺伝子を一方向に組み込むことが可能で
ある．さらに，少しずつ配列の異なる attP，attB，attL，attR 配列を利用するこ
とで，複数の遺伝子を一度にクローニングすることも可能になった（Ashwini et 
al.,  2016）．  
 
1-4. phiC31/attP システム  
セリンインテグレースの中で最もよく利用されているのは Streptomyces 属に
感染するバクテリオファージ phiC31 に由来するインテグレースである（Groth 
et al., 2000；Khaleel et al.,  2011）．2000 年に Calos らのグループは，ヒト細胞を
用いて phiC31 インテグレースが宿主以外でも効率よく機能することを示した
（Groth et al., 2000）．その後 2004 年に同グループは，昆虫では初めてキイロシ
ョウジョウバエで， phiC31 インテグレースを用いた遺伝子導入に成功した
（Groth et al., 2004）．これらの研究によって，phiC31 インテグレースを用いる
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と部位特異的な遺伝子導入を高効率に行えることが示されたものの，キイロシ
ョウジョウバエを扱う多くの研究者の間で普及し，様々な遺伝学的解析に用い
られるようになるには続く研究を待たねばならなかった．  
それまでキイロショウジョウバエでは，P-element を用いた形質転換が主流で
あり，多くの研究者が利用する方法であったために数多くのベクターが作出さ
れていた．そのため P-element から phiC31 インテグレースを用いた遺伝子導入
へと切り替える場合には，既存のベクターを作り直す必要が出てくるばかりか，
phiC31 インテグレースの認識配列（ attP）をゲノム内に事前に組み込んでおく
必要も出てくるため，非常に手間がかかってしまう．つまり，初期投資の大き
さが phiC31/attP システムを利用する上で障壁となっていたといえよう．  
ところがその後数年の間に，BAC システムの併用による 130kb を超える遺伝
子の導入（Bateman et al.,  2006），Minos トランスポゾンの併用による遺伝子・
エンハンサートラップの新技術の開発（Venken et al.,  2006），nos および vasa
プロモーターを用いた生殖細胞特異的な phiC31 インテグレースの発現誘導に
よる遺伝子導入の高効率化（Bischof et al.,  2007），attP 挿入系統ごとの各組織
（神経，脂肪，筋肉）における遺伝子発現量の比較（Markstein et al.,  2008）な
ど，phiC31/attP システムを用いた遺伝子導入において非常に重要な基盤となる
研究が立て続けに報告された．さらに，それぞれのグループで 100 を超える attP
挿入系統が作成され，それぞれの系統におけるマーカー遺伝子の発現を定量的
に調べることで，遺伝子導入効率が高く，各組織で導入した遺伝子の発現レベ
ルが高い系統が見出された（Groth et al., 2004；Bateman et al., 2006；Venken et al., 
2006；Bischof et al.,  2007）．これらの研究により，既に確立された attP 挿入系
統を用いることで手間が大きく削減でき，なおかつ様々な遺伝子操作を行える
ことが示された．以上のように，phiC31/attP システムは高度な遺伝学的解析を
行うための基盤として発展した（Groth & Calos, 2004；Groth et al.,  2004；Bateman 
et al.,  2006；Bischof et al.,  2007；Ni et al., 2009；Boy et al., 2010）．  
phiC31/attP システムを用いた遺伝子導入は， 2 段階のプロセスによって構成
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されている（図 1-3）．第 1 段階（第 2 章）では，piggyBac トランスポゾンを用
いた形質転換によってひとまとまりの人工配列をゲノム内に組み込む（Kim & 
Pyykko, 2011）．なお，この配列の中には第 2 段階（第 3 章）で用いる， phiC31
インテグレースを用いた配列特異的な組換えのターゲットとなる attachment P
（attP）配列が含まれている（Thorpe & Smith, 1998；Groth et al.,  2004）．この
方法は 2 段階の遺伝子導入を必要とするためにかかる労力は大きいが，トラン
スポゾンやゲノム編集技術を用いた遺伝子導入と比べて明確な強みがいくつか
ある．1 つ目に，適当な attP 挿入系統を用いた場合，第 2 段階の遺伝子導入を
比較的高い効率で行える点である．どの系統を用いるかによって遺伝子導入効
率は変動しうるものの，最も成功したケースでは，次世代を残すことができた
成虫のうち，60%が形質転換体であったという報告がある（Groth et al.,  2004；
Bischof et al.,  2007）． 2 つ目に，phiC31/attP システムを用いると大きなサイズ
の遺伝子でもゲノムに組み込むことが可能になる点である．例えば，キイロシ
ョウジョウバエでは，最大 133kb の BAC コンストラクトをゲノムに導入できた
という報告がある（Venken et al.,  2006）．3 つ目は，同じ attP 挿入系統を用いれ
ば，異なるコンストラクトを用いたとしても染色体上の遺伝子導入部位を一律
にすることが可能になる点である．これにより，異なるコンストラクト間の表
現型を精確に比較することが可能になる．4 つ目は，1 段階目の遺伝子導入によ
って，一度，高効率に遺伝子導入できる attP 挿入系統を確立してしまえば，余
分な労力がかからなくなるという点である．異なるコンストラクトを用いた別
の実験であっても，同じ attP 挿入系統を利用することでポジション効果を一定
にすることができる．  
phiC31 インテグレースはさらに精密な遺伝子操作技術にも利用されている．
例えば λ ファージの Int と同じように， phiC31 インテグレースについても少し
ずつ配列の異なる認識配列が作出されたことで，RMCE（Recombinase-mediated 
cassettes exchange）という遺伝子導入法に用いることができるようになった
（Bateman et al.,  2006）．RMCE では，ドナー配列とターゲット配列の両端に 1
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組ずつ，計 2 組の認識配列が配置されている．1 組の attP 配列と attB 配列を用
いた場合，プラスミドに含まれていた抗生物質耐性遺伝子など全ての配列が組
み込まれてしまうが，RMCE による遺伝子導入では認識配列に挟まれた領域だ
けを組み込むことが可能になる．また，phiC31 インテグレースによる組換えに
よってゲノムから除去されるターゲット配列上にマーカー遺伝子が載っていれ
ば，ドナー配列上にマーカー遺伝子がなくとも，導入に成功したかを判断する
ことが可能である．これにより，部位特異的に導入する遺伝子の大きさを減少
させることができ，遺伝子の発現に影響を与えるような因子をできる限り排除
することができる．従来，RMCE には Cre/loxP システムや Flp/FRT システムが
用いられていたが，phiC31/attP システムを用いることによって，組換え以外の
用途に Cre/ loxP システムや Flp/FRT システムを利用できるという利点になる．
さらに，phiC31/attP システムを使った RMCE の応用として，MiMICs
（Minos-Mediated Integration Cassettes）という遺伝子やタンパク質のトラップ
法が開発されている（Venken et al.,  2011）．MiMICs コンストラクトには， 2 つ
の attP 配列に挟まれた可視マーカー（MiMICs カセット）の両端に Minos トラ
ンスポゾンの TIRs が含まれており，Minos トランスポゼースによってゲノム上
のランダムな部位に挿入される．トランスポゾンのみを用いた遺伝子・タンパ
ク質トラップ法とは異なり，ゲノム内に挿入された MiMICs のカセットは，TIRs
以外を RMCE によって交換することが可能であるため，一度トラップした遺伝
子やタンパク質に対して異なる遺伝学的操作を加えることができる．以上はキ
イロショウジョウバエで利用されている技術であるが，phiC31/attP システムは，
昆虫以外の生物でも利用されている（表 1-2）．例えば哺乳類のゲノムには，
phiC31 インテグレースの認識配列に似た配列（ pseudo-attP 配列）が存在してお
り，遺伝子導入に利用することが可能である（Thyagarajan et al.,  2001；Olivares 
et al. ,  2002）．この pseudo-attP 配列と Gateway システムとを併用することによ
って，ハイスループットに哺乳類細胞へ遺伝子を導入するシステムが開発され
ている（ Jump-InTM  Fast Gateway®  System）．なお，キイロショウジョウバエなど
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の昆虫のゲノムにも attP 配列と似た配列が存在しており，その相同性は 23～
41%と哺乳類における相同性とほとんど変わらないものの（Groth et al.,  2004；
Nimmo et al.,  2006）， pseudo-attP 配列に対する遺伝子の組み込みは観察されて
いない．  
 
1-5. テナガショウジョウバエ  
 テナガショウジョウバエ Drosophila prolongata は，melanogaster 種群，rhopaloa  
種亜群に属し，中国南西部，インド北東部，ミャンマーおよびベトナムに分布
している（Singh & Gupta, 1977；Toda, 1991；Setoguchi et al.,  2014）．近縁のシ
ョウジョウバエに比べて，テナガショウジョウバエの体サイズは雌雄共に大き
い．また，多くのショウジョウバエとは異なり，オスはメスよりも大きく，オ
スの前脚のみ肥大化して黒と白に着色している（図 1-4；Blanckenhorn et al.,  
2007；Setoguchi et al.,  2014）．この誇張化した前脚は，オス間の闘争やレッグ
バイブレーションという前脚を用いてメスの腹部を激しく振動させる求愛行動
に用いられる．さらに，着色度合いに差はあるものの，雌雄共に翅に模様があ
る．これらの特徴は，近縁種である Drosophila rhopaloa，Drosophila kurseongensis
および未記載種の KB866 では見られないことから，テナガショウジョウバエで
急速に進化したことが示唆されている（Setoguchi et al., 2014；Kudo et al., 2017）．
このような形態と行動の進化に関わる遺伝子を明らかにするための糸口として，
野外個体群に由来する 15 の単一メス由来自殖系統間で形態と行動を比較した
ところ，体サイズに対する脚のプロポーション，闘争性，求愛行動のパターン
および再交尾の有無などに顕著な系統間差が認められた（Kudo et al., 2015）．  
 テナガショウジョウバエが有する特徴的な形質の遺伝学的基盤を明らかにす
るため，これまでに 2 つの研究が行われてきた．一つは，テナガショウジョウ
バエのオス脳特異的な遺伝子の探索である．テナガショウジョウバエのオスは
近縁種と比べて顕著に闘争性が高い一方，メスの闘争性には種間で違いは見ら
れない．テナガショウジョウバエのオスにおける闘争性亢進に関与する遺伝子
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を探索するために，テナガショウジョウバエと近縁種の脳内トランスクリプト
ームを比較したところ，テナガショウジョウバエのオスだけで発現量が変化し
ている 21 の遺伝子が明らかになった（Kudo et al., 2017）．さらに，これらの遺
伝子の中からテナガショウジョウバエの高い闘争性に関与する遺伝子を絞り込
むために，多くの動物で闘争性に影響を与えることが知られている “社会経験 ”
による遺伝子発現の変化を調べた結果，羽化後に集団で過ごしたオスでは単独
で過ごしたオスに比べて，発現量が顕著に低下する遺伝子（ astray）が見つか
った．  
もう一つの研究は，交尾受容性を制御する遺伝子座の探索である．テナガシ
ョウジョウバエは，近縁種と比較して交尾受容性が低いことが知られており
（Setoguchi et al.,  2014），系統間でも顕著な違いがある（Kudo et al., 2015；
Setoguchi et al., 2015）．交尾受容性の高い系統と交尾受容性の低い系統との交
配によって得られた子では，それぞれの系統の中間よりも交尾受容性が高くな
ったことから，高い交尾受容性が不完全優性の表現型であることが示されてい
る（Hitoshi et al.,  2016a）．続いて，交尾受容性を制御する遺伝子を明らかにす
るために，交尾受容性の異なる 2 系統を用いたイントログレッション系統の確
立とイントログレッション領域の特定が行われた．キイロショウジョウバエゲ
ノムへのマッピングの結果，イントログレッション領域に座上し，交尾受容性
を制御している可能性のある 476 の候補遺伝子が見つかった（等ら，未発表）．
以上 2 つの探索的研究に加えて， 15 系統の内，特に行動に特徴のある 3 系統
（BaVi043，SaPa008，SaPa010）は，HiSeq システム（ i llumina 社）を用いたシ
ーケンス解析によってコンティグレベルのドラフトシーケンスが得られている
ため，標的遺伝子の配列情報を迅速に得ることもできる（松尾，未発表）．  
 以上のような順遺伝学的な解析によって，テナガショウジョウバエの特徴的
な形質を制御する遺伝子の候補が見つかってきている．これらの候補遺伝子の
機能を実際に確かめるための逆遺伝学的技術の導入が必要な段階に来たといえ
よう．  
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1-6. 本論文の構成  
 一度確立してしまえば，繰り返し，高効率に遺伝子を組み込むことが可能な
phiC31/attP システムをテナガショウジョウバエに導入することには極めて重
要な意味がある．上述の通り，テナガショウジョウバエは興味深い形態・行動
形質をいくつも有しているため，多岐にわたる研究テーマにアプローチするこ
とができる．その上，遺伝学的な解析を行う上では複数の単一メス由来自殖系
統が確立されており，行動に特徴のある 3 系統についてはコンティグレベルの
ドラフトシーケンスが得られていることも奏功すると期待できる．そこで本論
文では，効率的で精確性の高い遺伝子導入システムをテナガショウジョウバエ
へ導入することを目的とした．まず第 2 章では，piggyBac トランスポゾンを用
いた形質転換がテナガショウジョウバエにおいても有効に利用できるかを確か
めると同時に，第 3 章で利用する phiC31 インテグレースの認識配列である attP
配列をゲノム内に導入した（図 1-3）．第 3 章では，phiC31/attP システムを用い
て，テナガショウジョウバエのゲノム内に遺伝子を導入することができるかど
うかを確かめた（図 1-3）．  
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表 1-1. 昆虫において形質転換に利用されたトランスポゾン．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*ショウジョウバエ類でのみ利用されたトランスポゾンを示す．  
 
  
トランスポゾン  
分類階級ごとの数  
目  科  属  種  
Hermes 3  5  8  8 
Herves
*
 1  1  1  1 
hobo
*
 1  1  1  2 
hopper 1  2  2  2 
mariner/Mos1 1  3  3  4 
Minos 3  6  6  6 
P
*
 1  1  1  2 
piggyBac 5 20 23 40 
Tn5 1  1  1  1 
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表 1-2. 各遺伝子導入技術の特徴．  
特徴  piggyBac phiC31/attP  CRISPR/Cas9 
ターゲット  
ランダム  
（TTAA：4bp）  
配列特異的  
（attP：39bp）  
配列特異的  
（20bp + NGG）  
組み込める  
遺伝子サイズ  
制限あり  制限なし  制限あり  
適用可能な  
分類群  
広い  
（昆虫，哺乳類  
など）  
広い  
（甲殻類，魚類，両
生類，鳥類，  
哺乳類，植物  
など）  
広い  
（菌類，甲殻類，
魚類，両生類，  
爬虫類，鳥類，  
哺乳類，植物  
など）  
ポジション効果  制御できない  一定にできる  一定にできる  
オフターゲット効果  - なし  あり  
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図 1-1. トランスポゼースを用いた形質転換（例：piggyBac）．（A）トランスポ
ゼースは 2～4bp 程度の数塩基の配列（piggyBac：TTAA）を認識して，ゲノム
上のランダムな部位に外来遺伝子を組み込む．（B）組み込み部位によっては cis
制御領域からの影響を受けることがある．（C）遺伝子内に組み込まれると機能
欠損の原因となる．  
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図 1-2. インテグレースによる組換え．インテグレースを黄色および青色で示し
ている．phiC31 インテグレースは二量体を形成して attP 配列と attB 配列に結
合し（A），対合させる（B）．その後，各配列の中央で鎖が開裂， 180°回転し，
ライゲーションによって鎖が連結され（C），attL 配列と attR 配列が形成される
（D）．Rutherford et al., 2013 より改変．   
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図 1-3 .  本研究における実験のプロセス．第 2 章では，piggyBac を用いた形質転
換によって attachment P（attP）配列をゲノム内に組み込む．第 3 章では，phiC31
インテグレースを用いた相同組換えによって attP 配列特異的に遺伝子を導入す
る．piggyBac トランスポゼースは，piggyBac  terminal inverted repeats（TIRs：矢
印で示す）を認識し，TIRs とその間の領域をランダムにゲノムに組み込む．な
お，組み込む際のマーカーとして，蛍光タンパク質 DsRed を利用した．attP 配
列がホモ接合化された系統を確立し，第 3 章で利用した．phiC31 インテグレー
スは，attP 配列（テナガショウジョウバエのゲノム内に組み込まれた）と attB
配列（ベクターに組み込まれているもの）間の配列特異的な組換えを触媒し，
attL 配列と attR 配列にする．この際，vermilion+による成虫の眼の色の変化によ
って，遺伝子を組み込めたかを判断した．  
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図 1-4 .  テナガショウジョウバエの成虫．（A，B）オス．（C，D）メス．（A，C）
側面図．（B，D）上面図．スケールバーは 2mm を示す．
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第 2 章  テナガショウジョウバエにおける piggyBac トランスポゼース  
を用いた遺伝子導入  
 
2-1. 緒言  
 形質転換を行うための技術には，第 1 章で紹介したようにいくつか種類があ
る（表 1-2）．その中でもトランスポゾンを用いた形質転換は，効率や汎用性の
面から便利な技術だと言えよう．トランスポゾンはその転移メカニズムによっ
て，Class I に分類される RNA 型トランスポゾン（以下，レトロトランスポゾ
ン）と Class II に分類される DNA 型トランスポゾン（以下，トランスポゾン）
の 2 種類に大別される（Bouuaert & Chalmers, 2010）．レトロトランスポゾンは
一旦 mRNA に転写され，逆転写により生成された DNA 断片が別の部位に組み
込まれるため，転移する度にコピー数が増加する（図 2-1A）．一方，トランス
ポゾンはゲノムから切り出され，そのまま別の部位に組み込まれるため，コピ
ー数は増加しない（図 2-1B）．遺伝子の組み込み部位を確かめ，機能を明らか
にする上ではコピー数が増加しないトランスポゾンの方が都合がよいため，形
質転換に用いられてきた．これまでに様々なトランスポゾンが見つかっている
が，トランスポゾンと生物種の組み合わせによってはトランスポゾンの転移効
率が悪かったり，そもそも転移しなかったりした（Handler, 2001；Atkinson & 
James, 2002；Fraser, 2012）．例えば，キイロショウジョウバエから発見された
P-element は，ごく近縁な種であっても本来の宿主であるキイロショウジョウバ
エに比べると転移しにくく，Drosophila 以外のハエではほとんど転移しないこ
とが知られている（Handler et al., 1993）．一方で，多様な種で転移能力を有す
るトランスポゾンもあり，その内の 1 つが piggyBac である（表 1-1，図 2-2）． 
piggyBac はイラクサギンウワバ Trichoplusia ni の培養細胞 TN-368 に感染した
核多角体病ウイルス（Nuclear Polyhedrosis Virus：NPV）のゲノムから発見され
たトランスポゾンである（Cary et al.,  1989）．piggyBac のサイズは 2457bp であ
り，13bp の末端反復配列（Terminal Inverted Repeats：TIRs）と 19bp の副末端
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反復配列（ sub-Terminal Inverted Repeats：sub-TIRs）およびトランスポゼースを
有する．初期の研究では，piggyBac が転移する際には宿主が持つ因子が必要で
あるためイラクサギンウワバでしか利用できないと考えられていたが，2000 年
にミカンコミバエ Bactrocera dorsalis の生殖細胞における形質転換が成功した
のを皮切りに，一気に利用が拡大した（Handler & McCombs, 2000）．現在では，
piggyBac は酵母から哺乳類に至るまで多くの生物で利用されている（Schulte et 
al.,  2014；Caroti et al.,  2015；Yusa et al.,  2015；Genc et al.,  2016；Xu et al. ,  2016；
Chu et al.,  2017）．  
piggyBac の特徴の 1 つは，一度組み込んだ遺伝子を痕跡なく取り除くことが
できることである（Elick et al.,  1996；Fraser et al., 1996；Thibault et al., 2004）．
多くのトランスポゾンは，ゲノム内に組み込む際に宿主が有する修復タンパク
質を利用してターゲット配列の末端部分を合成するため，転移した後に宿主の
ゲノム内に余分な配列（ footprint）を残してしまい，変異源となりうる．この
ように切り出しを精確に行わないトランスポゾンを用いた場合，一度組み込ま
れた遺伝子が footprint だけを残して異なる部位に移動する “hit & run”現象が起
こると遺伝学的な解析が複雑になってしまう（Rio et al., 1986；Metaxakis et al.,  
2005）．一方，piggyBac はたとえ違う部位に移動したとしても，組み込まれて
いた部分の配列は元通りに修復されるため変異源にはならない．以上のように
優れた特徴を持ちながらも piggyBac を用いた形質転換では解決できない問題
も残っている．まず，効率よく運搬できる遺伝子のサイズに制限があり， 10kb
程度が上限だとされている（Ding et al., 2005；Wang et al., 2008）．また，piggyBac
は  “TTAA”というごく短い配列をターゲットとしてランダムに遺伝子を組み込
むため，ポジション効果を制御することができない．そこで，サイズの制限な
く配列特異的に遺伝子を組み込むことが可能な phiC31/attP システムと併用す
ることでこの問題を解決したいと考えた．  
 ところで，形質転換に成功したかを判断するためには可視マーカーが必要で
ある．形質転換に用いられる可視マーカーとして広く利用されている遺伝子は，
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white である（Sarkar & Collins, 2000；Huang et al.,  2016）．white は ABC トラン
スポーターのサブユニットをコードする遺伝子で，色素の前駆体を複眼，単眼，
マルピーギ管および精巣の色素顆粒に輸送し，蓄積させる機能を有しており，
white
-変異体では眼が白色になる（図 2-3：O’Hare et al.,  1984；Hazelrigg, 1987）．
加えて，White タンパク質は生体アミン，神経伝達物質，セカンドメッセンジ
ャーなどの輸送も担っており（Anaka et al., 2008；Borycz et al.,  2008；Evans et al.,  
2008；Sitaraman et al.,  2008），野生型に比べて白眼のオスはオスへの求愛頻度
が上昇したり（Zhang & Odenwald, 1995；Hing & Carlson, 1996；Krstic et al., 2013），
交尾成功率が低くなったりするという報告がある（ Sturtevant, 1915；Reed & 
Reed, 1950；Xiao et al., 2017）．以上のことから，特に行動を扱う実験系におい
ては white は適切な可視マーカーであるとは言えない．それのみか，これまで
にテナガショウジョウバエにおいても自然突然変異型と薬剤誘導変異型の
white 変異体を数頭観察しているが，どの個体からも子を得ることができなかっ
た（松尾・工藤，未発表）．一方で，white ほど頻度は高くないものの，キイロ
ショウジョウバエや他の昆虫で可視マーカーとして利用されている vermilion
は，トリプトファンオキシゲナーゼをコードする遺伝子である（図 2-3：Linzen, 
1974；Walker et al., 1986；Frindell & Searles, 1991；Huang et al., 2016）．現在ま
でのところ vermilion には，眼の褐色色素 xanthommatin を合成する過程で酵素
として働く以外の機能は知られていない．  
そこで本章では，piggyBac を用いた形質転換技術をテナガショウジョウバエ
でも利用できるか確かめるとともに，ENU を用いた変異誘導によって作製した
vermilion＋をマーカーとして phiC31/attP システムによる遺伝子導入を行うため
の attP 挿入系統の確立を目的とした．  
 
2-2. 材料および方法  
2-2-1. 供試昆虫  
vermilion
‐系統は，エチルニトロソ尿素（N-ethyl-N-nitorosourea ：以下，ENU）
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を用いた点突然変異の誘導により，BaVi044 系統から作成した（図 2-4）．BaVi044
系統は，繁殖力が高く標準的な行動を示すため使用することにした．この
BaVi044 系統は，2005 年 4 月に高森久樹博士によってベトナム Ba Vi にて採集
された 1 頭の既交尾メスの子から同系交配を続けることによって確立した系統
群のうちの 1 つである（Kudo et al.,  2015）．vermilion ‐系統は，A1070G という塩
基置換による L358R というアミノ酸置換により鮮赤色の眼をもつ変異系統であ
る．この変異は甲殻類で保存性の高い疎水残基上に存在しており，Vermilion タ
ンパク質の機能を阻害していると示唆されている．  
テナガショウジョウバエは 23℃以上の気温で正常な発育が阻害されるため，
全ての実験および飼育は 20℃下で行った（Hitoshi et al.,  2016b）．光周条件を
12L12D サイクルとし，一般的なショウジョウバエの餌を用いて飼育した
（Setoguchi et al.,  2014）．  
 
2-2-2. ドナーおよびヘルパープラスミド  
pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラスミドおよび pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF プ
ラスミドは，杏林大学医学部粟崎健教授によって作成され，分譲されたもので
ある．pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラスミドは，piggyBac の TIRs 間に 3xP3 プ
ロモーターと赤色蛍光タンパク質発現遺伝子 DsRed および phiC31/attP システ
ムを用いた遺伝子導入（第 3 章）で利用される attP 配列が組み込まれている（図
2-5）．3xP3 プロモーターは，rhodopsin1 の P3/RCS1 プロモーターを元に人工的
に作製されたプロモーターであり，eyeless という転写因子の結合配列を 3 つ含
んでいることから名付けられた．そもそも eyeless とは，昆虫から脊椎動物に至
るまで広く保存され，発生の調節に関わる転写因子の一つであり，眼の発生を
制御する Pax-6 というホメオボックスの昆虫ホモログである（ Sheng et al., 1997）．
3xP3 プロモーターは眼および中枢神経系での遺伝子発現を駆動しており，種間
でよく保存されていることから，蛍光タンパク質と組み合わせて可視マーカー
として多くの昆虫で利用されている（Berghammer et al.,  1999；Quring et al.,  
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1994；Handler & O’Brochta, 2012；Schetelig & Handler, 2013）．
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF プラスミドは piggyBac トランスポゼース mRNA
を in vitro で転写するために用いた．  
 
2-2-3. インジェクション液の調製  
pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラスミド（以下，ベクターDNA）は，QIAGEN 
Plasmid Mini kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて精製した．piggyBac トラ
ンスポゼースは，EcoRI（NIPPON GENE, Toyama, Japan）で直鎖化した
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF から mMESSAGE mMACHINE SP6 kit（Thermo 
Fisher Scientific , Massachusetts, USA）を用いて in vitro で mRNA に転写した．
合成された piggyBac トランスポゼース mRNA は，MEGAclear kit（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて精製した．ベクターDNA は効率を比較するため，最終濃度
300ng/µL と 500ng/µL の 2 つの濃度になるように，それぞれ piggyBac トランス
ポゼース mRNA（最終濃度 300ng/µL）と混合して調節した．  
 
2-2-4. マイクロインジェクション  
採卵のために，性成熟した 7～ 15 日齢の成虫 100 頭（性比 1： 1）を用いた．
採卵用の培地には，ショウジョウバエ用の飼料（ Formula 4-24 Blue, Carolina 
Biological Supply Co., South Carolina, USA）と同量のグルコースと水，少量の乾
燥酵母を混合したものを使用した．産卵された卵は 1 時間以内に回収し，マイ
クロインジェクションに供試した．ピンセットを用いて採卵用の培地から卵を
取り出して水でゆすいだ後，両面テープ（Scotch® W-18, 3M Japan, Tokyo, Japan）
を貼ったスライドガラスの上に並べた．これらの卵は数分間乾燥させた後，ピ
ンセットを用いて卵殻を除去し，両面テープからヘプタン抽出した糊を塗布し
た新しいスライドガラスに並べ直した．さらに数分間乾燥させた後，シリコン
オイル（FL-100-1000CS, Shin-Etsu Chemical Co. Ltd., Tokyo, Japan）で卵を被い，
乾燥を防いだ．マイクロインジェクションは，位相差顕微鏡（Primo vert, Carl 
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Zeiss Microscopy, Jena, Germany）とジョイスティックマイクロマニピュレータ
ー（MN151，Narishige, Tokyo, Japan）に取り付けた Femtotips II（Eppendorf, 
Hamburg, Germany）を用いて行った．マイクロインジェクションを施した卵が
並べられたスライドガラスは加湿したプラスチックケースの中に約 2 日間静置
し，孵化した幼虫は集めて餌入りのバイアルで飼育した．  
 
2-2-5. 形質転換体の掛け合わせと確認  
未交尾の G0 世代の成虫は，異なる性別の vermilion
‐系統の未交尾成虫と掛け
合わせた（図 2-6）． G1 世代の幼虫は，蛍光立体顕微鏡（ MZ-FL III, Leica 
Microsystems, Wetzler,  Germany）を用いて赤色蛍光によってスクリーニングを
した．赤色蛍光を発していた G1 世代の幼虫は，各 G0 世代の系統ごとに集めて
新しい餌バイアルに移した．未交尾の G1 世代の成虫は，異なる性別の vermilion
‐
系統の未交尾成虫と掛け合わせた（図 2-6）．それぞれの G0 系統につき，G1 世
代の成虫と vermilion ‐系統の成虫との掛け合わせを最大 5 セット行った．赤色蛍
光を発していた G2 世代の幼虫は，新しい餌バイアルに移した．羽化した G2 成
虫は，同じ親（G1 世代）に由来するものどうしを掛け合わせた．G3 世代の幼虫
は，DsRed の蛍光強度によってホモ接合型の幼虫を選抜した．G3 世代の成虫は，
同じ G1 成虫に由来するものどうしを雌雄各 1 頭ずつ掛け合わせた．掛け合わせ
る数は，ホモ接合型とヘテロ接合型を赤色蛍光の強度によって区別できたか否
かによって異なり，区別できたものは最大 5 ペア，区別できなかったものは最
大 25 ペア掛け合わせを行った．ホモ接合化に成功したかどうかは，G4 世代の
未交尾メス成虫と vermilion ‐系統のオス成虫を少なくとも 3 ペア以上掛け合わ
せることによって確かめた．全てのペアで，全ての幼虫が蛍光を発していた場
合にのみ，G4 世代でホモ接合化できていると判定した．  
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2-3. 結果  
2-3-1. piggyBac を用いたテナガショウジョウバエの形質転換  
 vermilion -系統の卵は，野生型（BaVi044）系統と同様に，卵殻を除去した状
態であっても高い孵化率を維持した（表 2-1）．ベクターDNA の濃度を変えた 2
つの実験を行ったが，どちらの濃度であっても孵化率はおよそ 50%であった（表
2-2）．孵化した幼虫のうち，およそ半数が成虫まで生存し，そのうち 3 分の 2
から次世代が得られた（表 2-2）．次世代が得られた G0 世代の成虫を母数とし
た場合の形質転換効率はベクターDNA の濃度が高い方が 2 倍以上高かった（表
2-2）．  
 各形質転換体はさらなる掛け合わせによってホモ接合系統を確立した（図
2-5）．単一の G0 世代の形質転換体に由来していたとしても，ゲノム上の複数の
部位に遺伝子が組み込まれている可能性があるため，G0 世代の成虫は vermilion
-
変異系統の成虫と掛け合わせた．同様に，G1 世代の成虫も vermilion
-変異系統
の成虫と掛け合わせた．同じ G0 世代の形質転換体に由来する G2 世代の幼虫が
発する DsRed の蛍光パターンが異なっている場合は，それぞれ独立の系統とし
た． 結果として，10 系統（attP223，att243，attP252，attP403，attP415，attP418，
attP429，attP506，attP589，attP602）を A と B の 2 つの系統に分けた．この段
階では，56 のヘテロ接合型系統を確立することができた．なお，各系統の名前
は G0 世代におけるシリアルナンバーとした．今回の実験では，掛け合わせによ
って性染色体上に attP 配列が組み込まれた系統を意図的に除いたわけではない
が，常染色体上に組み込まれた系統しか得られず，その原因は分かっていない．  
ベクターDNA をヘテロ接合型で有する個体に比べて，ホモ接合型で有する個
体における DsRed の蛍光が強いという傾向があったため，スクリーニングに利
用した．テナガショウジョウバエには，バランサー染色体や染色体マーカーが
存在しないため，ホモ接合化系統を確立するのに大きな労力がかかった．結果
として G3 世代では 413，G4 世代では 620 の掛け合わせを行い， 37 の attP 配列
をホモ接合型で持つ系統（以下， attP 挿入系統）を確立することができた．  
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2-3-2. 蛍光パターン  
 全ての蛍光を発する個体は，蛍光を発していない個体と容易に区別すること
ができた（図 2-7）． 3xP3 プロモーターによる DsRed の発現は，幼虫・前蛹期
においては bolwig’s organ（幼虫の眼），中枢神経系（Central nervous system：
CNS）および anal pads で確認され，成虫期には単眼で観察された（図 2-7H，J，
P）．系統間では，異なる発現パターンや強度が観察されることもあった（図 2-7D，
F）．attP243 系統のみ，幼虫の頭部表皮組織が蛍光を発していた（図 2-7L）  
 
2-4. 考察  
 昆虫の胚は卵殻と卵黄膜に被われており，卵殻は卵黄膜に比べ硬いため，マ
イクロインジェクションに用いるガラスの微針で孔を空けることが困難である．
そのためキイロショウジョウバエでは次亜塩素酸ナトリウム液に浸して卵殻を
溶かしたり，ピンセットを用いて卵殻の除去を行ったりした上でマイクロイン
ジェクションを行うことで上記の問題を解決している．しかしながら多くの昆
虫では，卵殻を除去した状態の初期胚は生存率が低く，そのことが遺伝子導入
効率自体を低下させる一因となっている．キイロショウジョウバエに近縁な種
であっても卵殻を除去した場合に孵化率が著しく低下する種もいるため，本研
究ではまずテナガショウジョウバエにおける卵殻の除去が孵化率に及ぼす影響
を調べることにした．すると幸いにも，テナガショウジョウバエの 15 系統の内，
飼育環境下で最も増殖効率の良い BaVi044 系統とそれに由来する vermilion -系
統では，外殻を除去した状態であっても非常に高い生存率を示すことが分かっ
た（表 2-1）．このことは，今回の実験のみならず今後遺伝子導入実験を何度も
行っていく上でも非常に大きな利点であるといえよう．  
 研究室における準備や保存の簡便さから，形質転換に必要な酵素であるトラ
ンスポゼースは一般的にはヘルパープラスミドとして DNA の状態で初期胚に
供給されている．しかしながらこの方法には問題点が多く，例えば，ヘルパー
プラスミドは mRNA よりも細胞内毒性が高いという報告がある（表 2-3：
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Shinmyo et al., 2004）．また，近縁のモデル種で開発されたプラスミドを非モデ
ル種に転用する場合にはトランスポゼースを効率的に発現させるために用いる
プロモーターの機能が種間で共通しているかどうかも重要になる．一方，mRNA
は合成に手間とコストがかかる上に保存と使用には注意が必要になるが，細胞
内毒性やプロモーターの保存性に関する問題を解決することができる（表 2-3）．
以上の理由から，テナガショウジョウバエの形質転換においては piggyBac トラ
ンスポゼースを mRNA の状態で初期胚に供給した．結果として，テナガショウ
ジョウバエで piggyBac を用いた場合の総形質転換効率 2.2%は，他のショウジ
ョウバエにおける効率（キイロショウジョウバエ 0.2-0.6%，Drosophila wilistoni  
0.7%，Drosophila suzukii の 5.3%）に比べて高い傾向にあった（Handler & Harrell, 
1999；Finokiet et al.,  2007；Schetelig & Handler 2013）．他のショウジョウバエ
と比べてテナガショウジョウバエでは，マイクロインジェクションによる G0
世代の死亡率が低かったことも高い総形質転換効率に影響したかもしれない．  
 piggyBac トランスポゼースを用いた遺伝子導入のように，ゲノム上のランダ
ムな部位に遺伝子を組み込む方法ではポジション効果が問題となる．今回の実
験においても，3xP3 プロモーター制御下の DsRed の蛍光パターンが系統間で大
きく異なっていたことから，組み込まれた部位によって遺伝子が受けるポジシ
ョン効果が異なっていることが示唆された．ポジション効果がより大きな問題
となるのは生存に影響を及ぼす場合であるが，本章で確立された系統について
はホモ接合型として 20 世代以上維持できているため概ね問題ないようである． 
本章で確立した attP 挿入系統は，次章において phiC31 インテグレースを用
いた遺伝子導入に利用する． attP 配列が組み込まれた部位は遺伝子の導入効率
にも影響を及ぼす可能性がある（Bischof et al., 2007）．そこで次章では，最も
効率よく遺伝子を導入できる attP 挿入系統の探索も行う．  
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 表 2-1.  初期胚の生存率．  
系統  処理  初期胚数  孵化幼虫数  生存率 (%) 
BaVi044 
コントロール   30  22 73 
卵殻除去  117  83 71 
vermilion
-
 卵殻除去  148 112 76 
1
8
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表 2-3. トランスポゼースの供給方法の比較．   
特徴  プラスミド DNA mRNA 
準備・保存  簡単  手間がかかる  
細胞内毒性  高い  低い  
プロモーター  
種間で機能が一致している必要あり  
（他種のベクターを利用する場合）  
必要なし  
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図 2-1. レトロトランスポゾンとトランスポゾン．（A）レトロトランスポゾン
は，一旦 mRNA に転写され，逆転写によって合成された DNA が別の部位へ組
み込まれる．（B）トランスポゾンは，切り出された DNA 断片が別の部位へ組
み込まれる．   
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図 2-2. piggyBac トランスポゼースを用いた遺伝子の組み込み．灰色の矢頭は，
ニックが導入される位置を示す．TIR：Terminal Inverted Repeat の配列．  
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図 2-3. white と vermilion の色素に関する機能．white は ABC トランスポーター
のサブユニットとしての機能を有する．White は Scarlet や Brown とそれぞれ 2
量体を形成し，ommochromes（茶色色素）と dorosopterines（緋色素）の前駆体
を色素顆粒に取り込む役割を担うため，white 欠損個体ではどちらの色素も合成
されず，白眼になる．vermilion は，ommochromes を合成する過程で働く，トリ
プトファンオキシゲナーゼをコードしている． vermilion 欠損個体では，
drosopterines のみが合成されるため，眼は鮮赤色を呈する．  
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図 2-4. テナガショウジョウバエの眼の色調．（A）野生型．（B） vermilion -．  
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図 2-5. pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラスミドの構造． pBac-TIR：piggyBac  
Terminal Inverted Repeat の配列，3xP3-hsp70：3 つの eyeless 転写因子の結合配
列と hsp70 の最小プロモーター領域とが接続された配列．  
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図 2-6. piggyBac を用いた形質転換における掛け合わせ方法．灰色の線は，ゲノ
ムを表しており（G0 世代においては，生殖細胞のゲノムを表している），矢じ
りは attP 配列の挿入を示している．また，単純化するために， 1 ペアの常染色
体のみ示している．掛け合わせた個体数は，♀もしくは♂の場合は 1 頭，♀♀も
しくは♂♂の場合は複数頭である（前に数字が付く場合は個体数を示している）．
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マイクロインジェクションした初期胚から発生した G0 世代の成虫はそれぞれ 1
頭ずつ掛け合わせて，G1 世代の幼虫を得た．これらの G1 世代の幼虫は DsRed
の蛍光マーカーによってスクリーニングした．各 G0 世代の成虫について，5 頭
の G1 世代成虫から G2 世代の子を得て，再び DsRed の蛍光マーカーによってス
クリーニングした．同じ G1 世代の成虫に由来する G2 世代の成虫を掛け合わせ
て，G3 世代の子を得た．G3 世代では，ホモ接合型の蛍光強度がヘテロ接合型よ
りも強いことを利用して，ホモ接合型の幼虫を同定した．G3 世代の成虫は，雌
雄 1 頭ずつ掛け合わせ（蛍光強度によって，ホモ接合型が見分けられる場合は
最大 5 ペア，見分けられない場合は最大 25 ペア），ホモ接合系統を確立した．
G4 世代ファミリーは， 3 反復の掛け合わせによって遺伝子型を確認した．   
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図 2-7. 形質転換体の蛍光パターン．（A，B，M，N）野生型．（C，D）attP243
系統．（E，F）attP252A 系統．（G~J，O，P）attP460 系統．bo：bolwig’s organ，
cn：CNS， an： anal pads．（K，L） attP243 系統． he： head region．（A，C，E，
G， I，K，M，O）自然光．（B，D，F，G， I，K，N，P）DsRed フィルター．   
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第 3 章  テナガショウジョウバエにおける phiC31/attP システムを  
用いた部位特異的な遺伝子導入  
 
3-1. 緒言  
第 2 章で利用した piggyBac を用いた形質転換法は多様な生物種で利用できる
という利点がある一方，運搬できる遺伝子サイズに制限があり，ポジション効
果を制御できないという問題があった．ポジション効果の制御は遺伝子の機能
を精確に確かめるには必要不可欠であり，そのための方法の一つは，インスレ
ーターの利用である（Roseman et al., 1995）．インスレーターとは，遺伝子の周
囲に存在する cis 制御領域からの効果をブロックする配列のことである（Bell & 
Felsenfeld, 1999）．インスレーターを用いることで，ゲノム上の異なる部位に組
み込まれた遺伝子をより正確に比較することが可能になる（Roseman et al.,  
1995；Venken & Bellen, 2007）．  
外来遺伝子の周囲の環境を一定にするために，異なる遺伝子をゲノム上の同
じ部位に組み込み，比較してもよい．自由に遺伝子を組み込む場所を事前に決
められるという点で最も精度の高い機能解析を行うことができる技術は相同組
換え（Homologous recombination：HR）法であるが，組換え頻度が非常に低い
という欠点があった．例えば哺乳類細胞では， 10 -6 の頻度でしか組換えが起こ
らず，二本鎖切断酵素を用いて導入効率を高めた場合であっても 1%に満たな
い効率でしか組み込むことができなかった（図 3-1A：Portes & Annals , 2011）． 
相同組換え法に対して配列特異的な遺伝子導入法は，予めゲノム内に組換え
酵素が認識するターゲット配列を組み込んでおく必要があるため手間はかかる
ものの，効率の高さや運搬できる遺伝子サイズの大きさから多くのモデル種で
利用されている（Hardy et al.,  2010；Olorunniji et al.,  2016）．配列特異的組換え
酵素として主要なものには，チロシンリコンビナーゼファミリーに属する Cre
と Flp およびセリンインテグレースファミリーに属する phiC31 がある．バクテ
リオファージ P1 由来の Cre リコンビナーゼと Saccharomyces cerevisiae 由来の
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Flp リコンビナーゼは，それぞれ 1 組の loxP 配列および FRT 配列間の組換えを
触媒する（図 3-1B：Siegal & Hartl, 1996；Golic et al.,  1997）．これらの酵素は
遺伝子の組み込みだけでなく切り出しも触媒するため，ゲノム内に組み込んだ
遺伝子が安定的に維持されず，導入効率が低かった．  
一方，Streptomycetes 属に感染するテンペレートバクテリオファージに由来す
る phiC31 インテグレースは， attP 配列と attB 配列という相同性の低い 2 つの
配列を認識して，遺伝子を組み込む（図 3-1C：Lomovskaya et al.,  1970）．組み
込まれた遺伝子の両末端には，attP 配列と attB 配列を半分ずつ有する attL 配列
と attR 配列が新たに生成され，切り出し反応におけるターゲットとなる．Cre
や Flp などのリコンビナーゼとは異なり，phiC31 インテグレースは付属タンパ
ク質である gp3（Recombination directionary factors：RDFs の一種）が存在しな
い条件下では切り出し反応を触媒しない（Khaleel et al.,  2011）．よって，phiC31
を用いて組み込んだ遺伝子はゲノム内に安定的に維持されるため，遺伝子導入
効率はリコンビナーゼを用いた場合よりも高くなる．加えて phiC31 には，組み
込むことのできる遺伝子のサイズに上限がなく，大きなサイズの遺伝子であっ
ても効率良く組み込めるという利点がある（Venken et al., 2006）．Groth らは 2004
年に，昆虫では初めてキイロショウジョウバエで phiC31/attP システムを遺伝子
導入に利用した（Groth et al.,  2004）．phiC31/attP システムを用いた遺伝子導入
は，attP 配列，attB 配列およびインテグレースさえあればよいため，植物から
脊椎動物までのあらゆる生物種で用いられている（Groth et al., 2000, 2004；Lutz 
et al.,  2004；Allen & Weeks, 2005；Chalberg et al.,  2005；Bateman et al.,  2006；
Nimmo et al., 2006；Ma et al., 2006, 2014；Venken et al.,  2006；Bischof et al., 2007；
Kittiwongwattana et al.,  2007；Leighton et al., 2008；Rubtsova et al., 2008；Schetelig 
et al.,  2009；Kempe et al.,  2010；Labbe et al., 2010；Lister, 2010；Thomson et al., 
2010；Chen et al., 2011；Franz et al., 2011；Lu et al.,  2011；Meredith et al., 2011, 
2013；Kapusi et al.,  2012；Yonemura et al., 2012, 2013；Long et al., 2013；Kirchmaier 
et al.,  2013；Mosimann et al.,  2013；Sekhavati et al.,  2013；Meza et al., 2014；
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Pondevill et al.,  2014）．  
本章の目的は，第 2 章で確立した 37 の attP 挿入系統に対して， phiC31 イン
テグレースを用いた遺伝子導入が可能かどうかを確かめ，系統間で遺伝子導入
効率を比較して，実用性の高い系統を選抜することである．以上の目的を達成
するために必要な最小限の要素は可視マーカーとして利用する vermilion+のみ
である．ところで，テナガショウジョウバエはキイロショウジョウバエに近縁
であるため，キイロショウジョウバエ用に作製されたコンストラクトを用いる
ことができれば，ベクター作製にかかる手間やコストを抑えられる．そのため
には，キイロショウジョウバエの vermilion+によってテナガショウジョウバエ
の vermilion -変異体の眼の色が野生型に復帰するかどうかを調べる必要がある．
以上に加えて，遺伝子の組み込みには少なからず手間がかかるため，将来的に
有用な遺伝子も組み込んでおきたいと考え，コンストラクトにはキイロショウ
ジョウバエ用に作製された pBFv-nosP-Cas9 を選んだ．このコンストラクトには，
キイロショウジョウバエの vermilion+と生殖細胞特異的に Cas9 エンドヌクレア
ーゼを発現させる nosP-Cas9 が含まれている（Kondo & Ueda, 2013）．Cas9 エン
ドヌクレアーゼとはゲノム編集技術の一種である CRISPR/Cas9 システムにおい
て二本鎖を切断する酵素であり，このコンストラクトをテナガショウジョウバ
エに組み込むことができれば，短い sgRNA を設計して初期胚にマイクロインジ
ェクションするだけで，ゲノム上の特定の部位にある遺伝子を狙って高効率に
遺伝子操作を行うことが可能になる．  
 
3-2. 材料および方法  
3-2-1. 供試昆虫  
第 2 章で確立した attP 挿入系統のうち，ホモ接合型として維持することがで
きた 37 系統を用いた．12：12 時間明暗サイクル，20℃条件下で実験を行った．
全てのステージについて，一般的なショウジョウバエの餌を用いて飼育した．  
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3-2-2. ドナーおよびヘルパープラスミド  
pBFv-nosP-Cas9 プラスミド（Kondo & Ueda, 2013）は，改変せずに使用した．
また，pET11phiC31poly(A)プラスミドは Michele Calos 博士より分譲していただ
いた（Addgene plasmid # 18942；Groth et al., 2004）．  
 
3-2-3. インジェクション液の調製  
pBFv-nosP-Cas9 プラスミド（以下，ベクターDNA）は，QIAGEN Plasmid Mini 
kit を用いて精製した．phiC31 インテグレース（以下，ヘルパーRNA）は，BamHI
（NIPPON GENE, Toyama, Japan）で直鎖化した pET11phiC31poly(A)から
mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて，in vitro
で mRNA に転写した．合成された phiC31 インテグレース mRNA は，MEGAclear 
kit を用いて精製した．ベクターDNA は，最終濃度 600ng/μL になるようにヘル
パーRNA（最終濃度 200ng/μL）と混合して調整した．  
 
3-2-4. マイクロインジェクション  
 マイクロインジェクションは第 2 章に記述した方法で行った．  
 
3-2-5. 形質転換体の掛け合わせと確認  
 未交尾の G0 世代の成虫は，異なる性別の vermilion
‐の未交尾成虫と掛け合わ
せた（図 3-2）．G1 世代の成虫は眼の色によってスクリーニングを行い，vermilion
+
成虫を遺伝子導入に成功した個体とした（図 3-2）．羽化した G2 世代の成虫は，
同じ G1 世代の成虫に由来するものどうしを掛け合わせた．  
ホモ接合化に成功したかどうかは，G4 世代の未交尾メス成虫と vermilion
‐系
統のオス成虫を少なくとも 3 ペア以上かけ合わせることによって確かめた．全
てのペアで，全ての幼虫が蛍光を発していた場合に，G4 世代でホモ接合化に成
功していたと判断した．  
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3-3. 結果  
テナガショウジョウバエにおいても，phiC31/attP システムを用いた遺伝子導
入法を利用できるかどうかを確かめるために，キイロショウジョウバエで開発
されていた nosP-Cas9 コンストラクト（Kondo & Ueda, 2013）を使用した．遺
伝子導入時のマーカーとしてキイロショウジョウバエの vermilion+を用いた．
nos-Cas9 コンストラクトの組み込みに成功した G1 世代の個体では，眼の色が
鮮赤色から赤色に復帰していた．ただし，テナガショウジョウバエの野生型と
成虫の眼の色を比較すると nos-Cas9 導入系統の眼の色はやや明るかった．  
本実験では，phiC31/attP システムによって遺伝子を組み込めるかを確かめる
と同時に attP 挿入系統ごとの遺伝子導入効率も評価した．attP 配列のゲノム上
の組み込み部位によって遺伝子導入効率は異なっており，実際に利用する上で
有用になる遺伝子導入効率の高い系統を選別したいためである．マイクロイン
ジェクションを行った際の遺伝子導入効率が 3%程度であれば，およそ 100 個
の初期胚にマイクロインジェクションを行えば 95%の確率で 1 頭は形質転換体
を得ることができる．この確率を目安に，各 attP 挿入系統について 200 個程度
の初期胚にマイクロインジェクションを行い，G1 世代で形質転換体が得られた
G0 世代の個体の数についてマイクロインジェクションした初期胚に対する割
合を計算した．その結果，遺伝子導入効率が 3%以上だった系統として attP429A
と attP449 を得ることができ， 2%以上だった系統として attP243，attP252B，
attP420，attP440，attP460，attP506，attP539，attP566 を得ることができた（表
3-1）．これらの系統の中でも特に遺伝子導入効率が高かった attP429A 系統と
attP449 系統は，今後高効率に遺伝子導入を行う上で役立つと期待できる．一方，
attP178，attP223，attP252A，attP415A，attP429B，attP441，attP589A，attP602B
の 8 系統を用いた場合， 200 個の初期胚にマイクロインジェクションを行うだ
けでは遺伝子を組み込むことができなかった（表 3-1）．  
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3-4. 考察  
キイロショウジョウバエ用に作製されたベクターを改変することなくテナガ
ショウジョウバエでも利用するには，これらの 2 種間でプロモーターやマーカ
ー遺伝子の機能が保存されている必要がある．今回の実験では，キイロショウ
ジョウバエの vermilion+によってテナガショウジョウバエの vermilion -変異体の
眼が野生型に近い色まで復帰したことから，2 種間で vermilion の機能は最低限
保存されていることが示された．よってキイロショウジョウバエの vermilion+
は，今後も遺伝子導入時の可視マーカーとして利用することができる．ただし，
野生型と比べると nos-Cas9 導入系統では眼の色が若干明るいため，ポジション
効果を差し引いて考えても，全く同じ機能を有しているわけではないと示唆さ
れた．  
外来遺伝子の発現パターンは組み込まれた部位の周囲の遺伝的な環境に影響
を受けることが知られている．そのため実際に利用する際には，同じコンスト
ラクトを組み込んだ複数の attP 挿入系統を比較し，ポジション効果が表現型に
及ぼす影響を確かめなくてはならない（Bischof et al., 2007；Stern et al.,  2017）．
また，様々な実験で何度も遺伝子を組み込みたいので，願わくはこれらの attP
挿入系統における遺伝子導入効率が高いものであってほしい．これらの要件を
満たすために，できる限り多くの attP 挿入系統を第 2 章で確立した．第 2 章で
は，56 の attP 挿入系統が見出され，その内 37 の系統についてホモ接合化する
ことができた．第 3 章で，これらの系統について nosP-Cas9 コンストラクトを
用いて遺伝子導入効率（マイクロインジェクションした初期胚の内，遺伝子導
入に成功した G0 成虫の割合）を調べた結果， 0～ 3.4%と系統間で差があった．
このように，attP 挿入系統間での遺伝子導入効率に違いに影響を及ぼし得る要
因はいくつかある．まず，系統間で attP 配列が組み込まれた部位周辺の染色体
環境が異なり，phiC31 インテグレースと attP 配列との結合効率に影響を与えて
いると考えられる．あるいは，実験操作上のアーティファクトであるかもしれ
ない．例えば，卵を産んだ成虫の交尾経験や栄養状態も卵の孵化率を通して遺
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伝子導入効率に影響したかもしれないし，ベクターDNA と共にマイクロインジ
ェクションした phiC31 インテグレース mRNA の質が遺伝子導入効率を左右し
たかもしれない．以上の 3 つの要因の内，アーティファクトである可能性につ
いては，各実験を分割して行うことによって極力取り除くように努めた．まず，
産卵に用いる成虫の質をできるだけ一定にするために飼育環境を揃えるのはも
ちろん，同じ系統へのマイクロインジェクションは何日かに分けて行った．そ
して，mRNA の質を系統間で揃えるために同一系統へのマイクロインジェクシ
ョンを異なるロットの mRNA を用いて行った．これらの調整により実験上のア
ーティファクトが遺伝子導入効率に与える影響をある程度制御することができ
たといえよう．従って，本実験で得ることができた遺伝子導入効率が高い attP
挿入系統は，今後も高効率に遺伝子導入を行えることが示唆された．  
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図 3-1. ポジション効果を制御可能な遺伝子導入法．（A）相同組換えを用いた遺伝子導入法．
（B）リコンビナーゼを用いた遺伝子導入法．図では，Cre リコンビナーゼによる loxP 配列
間の組換えを示した．（C）インテグレースを用いた遺伝子導入法．図では，phiC31 インテ
グレースによる attP 配列と attB 配列間の組換えを示した． 
 
 49 
 
 
 
図 3-2. phiC31 インテグレースを用いた遺伝子導入における掛け合わせ．灰色の線は，ゲノ
ムを表しており（G0世代においては，生殖細胞のゲノムを表している），緑色の矢じりは attP
配列の組み込み位置を示しており，橙色の矢じりは attP 配列に組み込んだ nosP-Cas9 を示
している．また，単純化するために，1 ペアの常染色体のみ示している．掛け合わせた個体
数は，♀もしくは♂の場合は 1 頭，♀♀もしくは♂♂の場合は複数頭である（前に数字が付く
場合は個体数を示している）．マイクロインジェクションした初期胚から成育した G0 世代の
成虫はそれぞれ 1 頭ずつ掛け合わせて，G1世代の成虫を得た．これらの G1世代の成虫は眼
の色（vermilion+）によってスクリーニングした．同じ G0 系統に由来する G1世代の vermilion
+
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成虫を掛け合わせて，G2世代の子を得た．G2 世代では，ホモ接合型の蛍光強度がヘテロ接
合型よりも強いことを利用して，ホモ接合型の幼虫を同定した．G2 世代の成虫は，雌雄 1
頭ずつ掛け合わせた．ホモ接合系統を確立した．G3 世代ファミリーは，3 反復の掛け合わせ
によって遺伝子型を確認した．
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第 4 章  総合考察  
 
 本研究では，テナガショウジョウバエに高効率で精確性の高い遺伝子導入技
術を導入することを目的とした．そのため，第 2 章においては piggyBac トラン
スポゾンを用いてゲノム上のランダムな部位に phiC31/attP システムを用いる
ための attP 配列を組み込んだ．続く第 3 章では，テナガショウジョウバエのゲ
ノム内に組み込んだ attP 配列をターゲットとして phiC31 インテグレースを用
いた遺伝子導入を行った．以上の結果を踏まえて，テナガショウジョウバエに
おける遺伝子導入技術の利用について考察したい．  
 
4-1. テナガショウジョウバエにおけるマイクロインジェクション技術の整備  
 逆遺伝学的システムを非モデル昆虫に導入する上では，利用したい昆虫で実
際にそのシステムが機能するかももちろん重要ではあるが，技術的な面がハー
ドルとなることも多い．遺伝子導入で言えば，マイクロインジェクションに関
わる技術がそれに当たるだろう．言い換えれば，ある昆虫で遺伝子導入を行え
るか否かは，効率の良い採卵方法やマイクロインジェクションによる生存率の
維持，掛け合わせにかかる労力の負うところが大きい．  
テナガショウジョウバエはキイロショウジョウバエに近縁であるため，マイ
クロインジェクションの方法についてキイロショウジョウバエで既に確立され
た技術を応用することができた部分もある．しかしながら，近縁であるとはい
え，テナガショウジョウバエ独自に確立しなければならない点も多かった．こ
の観点から，テナガショウジョウバエにおける遺伝子導入の具体的な方法につ
いての説明を付章として加えた．以下に，テナガショウジョウバエの初期胚を
扱う上で工夫したことを簡単に説明する．  
次世代に遺伝子操作の効果を引き継がせるためには，細胞分裂前の初期胚に
マイクロインジェクションを行う必要がある．ショウジョウバエでは， 1 つの
核のみを有する最初期の胚から，①多核化する，②分裂した核が表層に並ぶ，
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③核を中心に細胞ができるというプロセスで発生が進行していく（図 4-1）．胚
の後方には極細胞質が存在しており，細胞分裂の際に極細胞質を取り込んだ細
胞が後に生殖細胞へと分化する．最初期の胚から細胞分裂が起こるまでの期間
はおよそ 1 時間程度であるため，マイクロインジェクションを行う際には素早
く十分な量の卵を集める必要がある．例えば，キイロショウジョウバエでは，
オレンジジュースなどを含む寒天培地を用いて採卵する（ Park & Lim, 1995）．
寒天培地に産下された卵は，培地の表面を水で流すだけで採集することが可能
で，素早く大量の卵を集めるのに適している．当初，テナガショウジョウバエ
においてもこの方法を採用しようとしたが，ジュースの種類・濃度および寒天
の固さなどを変えても産卵数が増加しなかった．そこで，行動実験時の餌とし
て利用していた Formula 4-24 Blue Drosophila Medium（ポテト餌）に水，砂糖お
よびイースト添加した培地を用いたところ，コンスタントに十分な量の卵を採
取することに成功した（付章 A. 1-2）．ただし，ポテト培地に産下された卵は一
つずつピンセットで集めて水で洗う必要があり手間がかかるため，改善が必要
であるかもしれない．  
テナガショウジョウバエの卵にマイクロインジェクションを行う上では，卵
殻をどのように処理するかも重要な問題である．昆虫の卵は，卵黄膜と卵殻と
いう 2 種類の膜に被われている．一般的に卵黄膜に比べて卵殻は硬いが，昆虫
の種類によっては卵殻に特別な処理をすることなく，ガラスの微針でマイクロ
インジェクションを行うことが可能である（ e.g., ハマダラカの 1 種  Anopheles 
stephensi：Catteruccia et al., 2000；ナミテントウ Harmonia axyridis：Kuwayama et 
al.,  2006；ヒロズキンバエ Lucilia sericata，ヒツジキンバエ  Lucilia cuprina：
Concha et al.,  2011；アワノメイガ  Ostrinia furnacalis：Liu et al.,  2012 など）．一
方で，次亜塩素酸ナトリウム水溶液に浸して卵殻を薄く，柔らかくしたり（ e.g.,  
ミカンコミバエ  Bactrocera dorsalis：Handler & McCombs, 2000；イエバエ Musca 
domestica：Hediger et al.,  2001；ショウジョウバエ類：Rubin & Spradling, 1982），
ピンセットで卵殻を除去したり（ e.g.,  ショウジョウバエ類：Depra et al., 2004），
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あるいはタングステンの微針を用いて卵殻に孔を開けてからマイクロインジェ
クションを行わなければならない種も存在する（ e.g., カイコ：Tamura et al.,  
2007）．卵殻の除去なしにマイクロインジェクションを行うことができない種で
は卵殻を除去した際の初期胚の生存率は全体の作業効率に影響するため非常に
重要であるが，ほとんどん昆虫でその生存率は低い．そのため，テナガショウ
ジョウバエにおいても卵殻を除去した際の生存率の低さを憂慮していたが，幸
いにも，飼育下で最も増殖効率の良い BaVi044 系統とそれに由来する vermilion -
系統の卵殻をピンセットで除去した際の孵化率は，無処理のものと比較しても
同程度に高かった．  
本研究で，テナガショウジョウバエのマイクロインジェクションに関わる諸
所のパラメータを最適化することができたことにより，テナガショウジョウバ
エで遺伝学的な解析を行うための技術基盤を固めることができたといえる．  
 
4-2. phiC31/attP システムの利用  
遺伝子導入技術にはいくつかの種類があり，それぞれに利点と欠点がある．
ある生物へ新たな遺伝子導入技術を導入するためにかかる労力やコストは大き
いため，どの技術を利用するかについては目的を踏まえた上での検討が必要不
可欠となる．例えば，第 2 章で利用した piggyBac トランスポゾンは利用できる
種の範囲が広く，効率よく遺伝子を組み込むことができる一方，組み込み部位
のランダム性によってポジション効果や遺伝子の破壊が問題となった．それに
対して，第 3 章で利用した phiC31/attP システムは配列特異的に遺伝子を組み込
むことが可能であるため，ポジション効果を一定にすることが可能で，組み込
むことができる遺伝子サイズに上限がないという利点がある一方，利用に際し
ては，事前に attP 配列をゲノム内に組み込んでおく必要があり，労力がかかっ
てしまう．  
本研究では，テナガショウジョウバエで遺伝子導入を行うための技術として
phiC31/attP システムを選択した．なぜなら，たとえ手間がかかるとしてもテナ
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ガショウジョウバエにおいて遺伝子の発現を低下させたり機能を欠失させたり
するだけでなく，サイズやポジション効果の違いを考慮せずに遺伝子を組み込
めるようになるメリットは計り知れないからである．テナガショウジョウバエ
はその形態もさることながら，オス間での激しい闘争や固有の求愛行動および
求愛戦術の可塑性，メスの交尾受容性の低さなど非常に興味深い行動も有して
いる．形態とは異なり行動は状況によっても変化してしまうため，各行動形質
に関わる遺伝子を探索する上で，ポジション効果を一定にすることが可能な
phiC31/attP システムを用いることができるようになったことは非常に意義深
い．また，神経遺伝学的な解析を行うことも可能である（ Jones, 2009）．例えば，
熱遺伝学（Thermo-genetics）や光遺伝学（Opto-genetics）を併用すれば，特定
の神経を強制的に発火させたり抑制させたりすることもでき，それに伴う行動
の解発も観察することができる（Owald et al.,  2015）．このような高度な遺伝学
的操作に用いられるコンストラクトは，マーカー遺伝子だけでなくプロモータ
ーなどの制御配列を含むためにサイズが大きく（ e.g., Bosch et al.,  2015），トラ
ンスポゾンや CRISPR/Cas9 システムでは組み込めたとしても非常に効率が悪い．
そのため，phiC31/attP システムを利用することによってこれらのコンストラク
トを効率よく導入することが可能になる．  
これまで非モデル昆虫で利用されてきた RNA 干渉は機能欠損型の遺伝子操
作しか行うことができなかった．たとえ RNA 干渉で遺伝子の発現を低下させ
たとしても，他の遺伝子がその機能を補完すれば，表現型への影響が検出され
にくくなってしまう．一方で，phiC31/attP システムによる遺伝子導入は機能獲
得型の遺伝子操作であり，機能欠損型の操作に比べて表現型の変化が起こる可
能性が高くなるため，非モデル生物における遺伝子機能の解析がよりスムーズ
に行えるようになると期待できる．  
本研究で遺伝子導入システムの導入を目指したテナガショウジョウバエは，
形態や行動が非常にユニークである．現在，オスの闘争行動およびメスの受容
性に関わる遺伝子の特定が進められており，いくつかの候補遺伝子が見つかっ
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てきている（Kudo et al., 2017；等ら，未発表）．候補遺伝子の中から偽陽性の
遺伝子を排除し，真のターゲットを抽出するためには，それぞれの遺伝子が表
現型に及ぼす影響を精確に把握する必要がある．本研究で確立した attP 挿入系
統を用いれば，遺伝的背景を揃えた上で，ゲノム上の同じ部位に異なる遺伝子
が組み込まれた個体を用いて表現型を比較することが可能になるため，テナガ
ショウジョウバエで見つかった候補遺伝子を精査できる段階に至ったといえる．
また，他の昆虫と比べて遜色ない効率で遺伝子導入できる attP 挿入系統を選抜
することができたことで，ある形質を制御する遺伝子の候補が複数ある場合で
あっても対応できる．  
 
4-3. 今後の展望  
本研究で確立した attP 挿入系統を遺伝子導入実験に利用する前に，まず各系
統について Inverse PCR を用いた attP 配列の組み込み部位の特定を行い，キイ
ロショウジョウバエのゲノム情報と比較して組み込まれた部位の近傍に位置す
る遺伝子を調べる必要がある．そして，遺伝子導入による他の遺伝子への影響
が少ない系統を選抜し，遺伝子導入効率に関する情報も併せて，実際に利用す
る系統を絞り込むべきである．  
遺伝子導入効率が高く，周辺の遺伝子に影響が少ない attP 挿入系統が選抜で
きた場合に導入する遺伝子の第一候補としては，テナガショウジョウバエのオ
ス脳特異的に発現していた遺伝子として特に発現量が高かった 6 遺伝子（ astray，
astrocytic leucine-rich repeat molecule，Septin 4，Sialyltransferase，windpipe，α
-Esterase-5）がよいだろう．これらの遺伝子をテナガショウジョウバエのゲノ
ムに組み込み，闘争行動などの表現型を観察することによって，それぞれの遺
伝子がテナガショウジョウバエのオスに特有の行動にどの程度寄与しているか
を明らかにできると期待できる（Kudo et al.,  2017）．  
オプトジェネティクス用のコンストラクトを導入すれば，闘争やテナガショ
ウジョウバエ固有の求愛行動である Leg vibration を制御するコマンドニューロ
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ンの探索も可能になる．また，カルシウムイメージングを利用すれば，闘争や
求愛時のテナガショウジョウバエ脳内における神経活動のリアルタイムな観察
も実現できる．さらに，形態に関しても，キイロショウジョウバエや他の昆虫
で既に機能が明らかになっているプロモーターや遺伝子に操作を加えることが
できれば，テナガショウジョウバエの特徴的な体サイズや前脚の発生を制御す
る遺伝子を解明できるかもしれない．  
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付章 A. piggyBac トランスポゼースを用いた遺伝子導入 
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1. ハエのステージング  
 
1-1. 系統  
phiC31 インテグレースによる遺伝子導入時の可視マーカーとするため，テナ
ガショウジョウバエの vermilion ‐系統を用いた．なお， vermilion ‐系統は，野生
型（BaVi044）系統にエチルニトロソ尿素（N-ethyl-N-nitorosourea：ENU）で変
異を誘発させることにより作成した．X 染色体上の vermilion  ORF の 1070 番目
の塩基がアデニン（A）からグアニン（G）に置換したことで，358 番目のアミ
ノ酸がロイシンからアルギニンに置換したミスセンス突然変異体である．  
 
1-2. 採卵用成虫の準備  
1-2-1. 羽化成虫を集める  
 0～5 日齢まで  
6×11cm の紙（ティシューなどの柔らかい紙ではなく，ペーパータオルなどの
堅めの紙）を半分に折って挿した餌ボトルを用意し， 1 ボトルにつき 150～200
頭の密度で飼育する．低密度で飼育する方が成虫の死亡率は低くなる．密度が
高いからといって 1 頭当たりの産卵数が減るわけではないようだが，餌上で各
個体どうしが重なり合わないくらいの密度にとどめておくのが良い．なお，こ
の間に餌ボトルを替える必要はない．  
 
 6 日齢以降  
 採卵するために成虫を入れる容器は，①網ケージと②ボトルの 2 種類ある．
①網ケージは一度にたくさん採卵したい場合に適しているが，場所をとってし
まうため複数系統を同時に扱う場合には不向きである．一方，②ボトルは場所
をとらないため複数系統を同時に扱う場合に適しているが，内部が狭いため加
えられる成虫数は限られ，翅が折れるなど成虫の劣化が早い．  
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①網ケージの場合  
網ケージ（ 15×15×15cm）に飼育ボ
トル 2～3 本分の成虫を移し，産卵さ
せる．成虫の餌および産卵用の培地
として，Formula 4-24 Blue Drosophila 
Medium（以下，ポテト餌）を水でふ
やかし，砂糖などを添加したもの（ポテト餌：グルコース：水：ドライイ
ースト＝1：1： 1：少々）を直径 3.5 cm のシャーレに入れて，ケージ内に
2 つ設置する．マイクロインジェクションを行う日は，この培地を 1 時間
おきに交換する．マイクロインジェクションを行わない日であっても乾燥
しやすいため，朝・晩 1 回ずつ交換することが望ましい．なお，成虫をゲ
ージに移した後， 1 週間程度は効率良く採卵できる．  
 
 
②ボトルの場合  
底に複数の空気孔を開けたボトルに，
飼育ボトル 1 本分の成虫を移し，産卵さ
せる．成虫の餌および産卵用の培地は網
ケージの場合と同じだが，内部が狭くて
湿気やすいため，水を少なめにした方が
良い．  
 
―手順  
(a) 空気孔を空けたボトルに飼育ボトル 1 本分の成虫を移し，培地シャー
レ（直径 3.5cm）でふたをし，ゴムで固定する．  
(b) 逆さまにして軽く容器をたたき，成虫を培地上に落とす．  
 一度培地の上に乗ると，ハエが落ち着く．  
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(c) ボトルを横たえて，静置する．  
 
なお，採卵が終了したら成虫を通常の餌ボトルに戻しておくと， 1 週間程
度は効率よく採卵できる．  
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2. インジェクション液  
 
2-1. プラスミド  
piggyBac トランスポゼースを用いて attP 配列を組み込むために，トランスポ
ゼース RNA（以下，ヘルパーRNA）転写用プラスミド
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF および piggyBac ウイング配列と attP 配列を持っ
たベクタープラスミド pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]（以下，ベクターDNA）を用
いた．  
 
2-1-1. プラスミド DNA の調製  
ベクターDNA は，滴下カラムを用いた高品質の精製を行う必要がある．培地
の準備や培養については通常通りに行う．  
 
―プラスミド DNA の精製  
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF プラスミドと pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラス
ミドは共に高コピープラスミドである． pBac[3xP3DsRed-attP(AF)]プラスミド
は DNA のままマイクロインジェクションするので，精製度の高いキット（ e.g., 
QIAGEN Plasmid Mini kit）で精製する必要がある．一方，
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF プラスミドは RNA に転写してからマイクロイン
ジェクションに用いるので，そこまで高い精製を行う必要がない（ e.g., FastGene 
Plasmid Mini kit）．  
 
2-2. ヘルパーRNA の合成と精製，クオリティチェック  
pSP64_poly(A)/piggyBac_ORF プラスミドは制限酵素（EcoRI）を用いて直鎖
化してから，RNA 合成（ e.g., mMESSAGE mMACHINE SP6 kit）と精製
（MEGAclear kit），およびヘルパーRNA のクオリティチェックを行う．  
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―ヘルパーRNA のクオリティチェック  
 濃度測定  
濃度：ベクターDNA と混合して利用するため，ベクターDNA やインジェク  
ションする際に必要な濃度にもよるが， 1µg/1µL 以上は必要である． 
A260/A280 値： 2.1 程度であればよい  
 
 電気泳動  
1% MOPS アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，サイズとスメアの有無
を確認する．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-3. インジェクション液の調製  
ヘルパーRNA とベクターDNA の混合液は，それぞれ精製したものを混ぜて
作成する．溶媒として Nuclease free water を用いる．  
 
 
 
5kb  
4kb  
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2-4. 溶液の保存と使用回数  
―ストック溶液  
 RNA 
作成した RNA は 3µL ずつに分注し， -70℃以下のフリーザーで保管するとよ
い．インジェクション液を調整するために DNA と混合する際には，1 チューブ
ずつ取り出して全量を使いきり，再利用（再凍結・保存）はしない．  
 
 DNA 
作成した DNA は 5µL ずつを 2 本に分注し，冷凍庫で保存するとよい．スト
ックは一度に全て使いきり，再利用しない．RNA 合成用のテンプレート DNA
は分けずに 1 つの 2mL チューブに入れ，冷凍庫で保存する．  
 
 インジェクション液（調整済み）  
一回に混合する量は，総量が 10µL 以内にする（ 1 週間以内に使いきることが
可能で，なおかつ混ぜムラができないように混合できる量）．凍結・融解は 5
回以上にならないようにする．また， 1 週間を越えても使いきれず残った場合
は処分する．調整したインジェクション液は冷蔵庫で保存する．  
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3. マイクロインジェクション  
 
3-1. マイクロインジェクション用の器具  
3-1-1. ガラス微針  
 市販されているもの（ e.g., Femtotips および Femtotips II：Eppendorf 社製 )を
利用しても，自作したものを利用してもよい．  
 
―先端の形状と特徴例  
Femtotips  ：先端から中腹まで同じ太さであるため，折れても針の太さが変わ  
りにくい．また，針の根本が丸みをおびており，つまりにくい． 
Femtotips II：先端が Femtotips より細いため，マイクロインジェクション時に
卵を破損しにくい一方，つまりやすく，折れやすい．  
テナガショウジョウバエの卵には先が細い Femtotips II が適している．  
 
 
 
 
 
 
3-1-2. 事前に作製しておくもの  
―土手つきスライドガラス  
(a) スライドガラスを並べる．  
(b) 真ん中にビニールテープを 3 重に貼る．  
(c) ビニールテープの中をくりぬく．  
(d) スライドガラスどうしを切り離す．  
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(e) もう一度，ビニールテープをよく圧着する．  
(f) 50mL バイアルに両面テープ（Scotch® W-18：透明両面テープ）を丸めたも
のを詰め込んで，両面テープが浸るぐらいヘプタンを加える．  
(f) 糊が溶けだしてきたら，パスツールピペ
ットで土手の内側に塗っていく（土手際
だけでよい）．乾いたら再度塗り， 2，3 度繰り返す．  
 
3-1-3. ピンセット  
―ピンセットの特徴  
 
 
―ピンセットの研ぎ方  
 
 
 
 
 
 
(a) 以下の作業は，実体顕微鏡下で行う．  
(b) 砥石の上に油砥石用オイルを 1 滴垂らす．  
 オイルは口から垂れやすいので，片付けるときに気を付ける．垂れた場
合はティシュで拭っておく．  
準備するもの  
油砥石用オイル（品番 851／100mL）  株式会社エーゼット  
砥石  Pocket oil stone （No. Ap. 12）  
ピンセット  （No.5 INOX）   FONTAX 社    
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(c) ピンセット閉じて持ち，砥石に対して垂直に立てて数回軽く砥石をひっか
く．これにより，ピンセットの先端の長さを揃えることができる．  
 軽くひっかいた後にティシュで油や削りかすをふき取り，実体顕微鏡で
ピンセットの先の状態を確認する．揃っていない場合はもう一度軽くひ
っかき，先端の長さが揃うまで繰り返し行う．  
(d) ピンセットを開いて持ち，片側の先の甲を研いでいく．これにより，ピン
セットの厚みを薄くする．  
(e) ピンセットの先端の縁をなめらかな坂にするように研いでいく．刃物のよ
うに，縁の厚みがなくなるまで研ぐ．  
(f) ピンセットを閉じて持ち，先端や横側を砥石で軽くひっかく．これにより，
ピンセットの先端や横のバリを取り除く．  
 ピンセットの先にバリが残っていると，卵に傷を付けて壊しやすくなっ
てしまうので，できるだけ滑らかになるようにする．  
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3-2. 採卵およびマイクロインジェクションのためのセッティング  
―準備するもの  
成虫ケージまたはボトル  
ポテト餌入りプラシャーレ（直径 3.5cm）  
スライドガラス  
両面テープ（Scotch W-18, 3M）  
土手つきスライドガラス  
FL-100-1000CS シリコンオイル  
レールつきプラケース（ 18×8×3cm：右図） 
ピンセット  
水入りガラスシャーレ（直径 4.5cm）  
黒色ろ紙  
 
―卵の向き  
卵ひげが生えている方が背側前方であり，腹側より平らになっている．始原
生殖細胞は卵の後方にあるため，後方よりマイクロインジェクションを行う．  
 
 
―採卵およびセッティング  
(a) 実験の 2 時間前に，成虫ケージ内の餌培地を新しいものに替える（実験に
は用いずに，捨てる）．  
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(b) 実験の 1 時間前に成虫ケージ内の餌培地を新しいものに
替える（実験には用いず，捨てる）．  
(c) 室温を 18～22℃に設定しておく．  
(d) 成虫ケージから餌シャーレを取り出し，新しい餌を入れ
る．  
(e) スライドガラスに両面テープを貼りつけ，両面テープ
の端に水滴を置く．  
(f) 実体顕微鏡下でひげをピンセットで摘まみ，ポテト餌
から卵を取り出す．  
(g) 両面テープ上の水滴で卵を湿らし，乾いた部分に 5 分
間並べる．  
 両面テープ上の水滴が乾いたら，ピンセットで水をすくって足す．  
(h) 5 分後，はじめに並べた卵から順番にピンセットで卵殻を除去していく．  
(i) 卵殻を除去した卵は土手つきスライドガラスの糊の上に
並べていく．このとき，卵の突起が土手に近い側になる
ようにする．  
 卵どうしが重ならないように並べていく
（だいたい，卵横幅 0.5 個分程度空ければ
よい）．間隔が広すぎると，一度に並べら
れる卵の数が少なくなる．  
 卵のおしり（突起のない方）の高さをできるだけ揃えて並べていくと，
マイクロインジェクション時に針の高さを逐一変えずに済む．  
 斜め 30℃程度に傾けて並べると針が刺さ
りやすく，マイクロインジェクションを行
いやすい．  
(j) 1 分から 1 分半の間，一枚のスライドガラスに
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卵（およそ 15 個）を並べる．  
 これ以上だと卵の乾きにムラが出すぎてしまう．  
 ただし，その日の湿度によっても乾き方が異なる．雨の日（湿度が高い
日）は，もう少し長く乾かす（ 2 分程度）．逆に，冷房や暖房を付けて
いて部屋が乾燥している日は乾かす時間を短めにする（ 1 分以内）．  
 乾き具合は実体顕微鏡で，判断するのが難しい．シリコンオイルをかけ
た後に光学顕微鏡で観察すると，乾きすぎた卵は萎んで見える．萎んだ
卵はマイクロインジェクションせずに取り除き，次のスライドを乾かす
時間を 30 秒程度短くすると良い．  
(k) 2 枚目のスライドガラスに卵を並べ終わったら，一つ前のスライドガラス上
の卵にシリコンオイルをかける．  
(l) 3 枚分のスライドに並べ終わったら，マイクロインジェクションを行う．  
 最後のスライドガラスは一枚目のスライドガラス上の卵にマイクロイ
ンジェクションし終わったら，シリコンオイルをかける．  
(m)  次の採卵までの 1 時間は同じ餌シャーレから採卵して良い．  
(n) 採卵から 1 時間後，成虫ケージの餌シャーレを新しいものと取り換える．  
 （明期：8： 30～20：30 の場合）朝 10：00 くらいから，夜 8：30 まで
採卵することが可能ではあるが，夕方付近に採卵効率が低下する（成虫
数が十分な場合は，効率が低下してもマイクロインジェクションに十分
な数を採卵できる場合もある）．そのため，朝から始めて夕方を目途に
マイクロインジェクションを終えると良い．  
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3-3. マイクロインジェクション  
3-3-1. マイクロインジェクションの準備  
―使用する機器  
Primo Vert 位相差顕微鏡  
ジョイスティックマイクロマニピュレーターMN-151 
 
―マイクロインジェクションを行う前の準備  
(a) 1µL インジェクション液を針内に注入する．  
 多すぎると，使いきる前に針が壊れてインジェクション液が無駄になっ
てしまう．  
 マイクロインジェクションに用いる針内の液を使いきっておらず，針が
壊れていない場合であっても， 3～4 時間程度経過したらインジェクシ
ョン針とインジェクション液を交換した方が良い（インジェクション液
に含まれる RNA が分解している可能性があるため）．  
(b) 針の縦・横の位置と傾斜角度を横から確認しながらセットする．  
 傾斜角度はなだらかな方がいいが，平らすぎると針が壁面などにぶつか
り，下がらなくなってしまう．  
(c) レールつきプラケースに水を張っておく．  
 
3-3-2. マイクロインジェクション  
―手順  
(a) 対物レンズを 10 倍（10 倍の接眼レンズを用いた場合）にセットした顕微鏡
に，卵を並べたスライドガラスをセットする．  
(b) 顕微鏡を覗かずに針を下げていき，シリコンオイルに浸るようにする．  
(c) 土手の壁面にインジェクション針を軽く押あて，先を少し折る．  
 インジェクション針の先を折ることで，インジェクション液がスムーズ
に出るようになる．  
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(d) 空気を送り，針からインジェクション液が出るかどうかを確かめる  
 始めは先端に残っていた空気が押し出される．  
(e) 対物レンズを 20 倍にセットし，卵のおしり（突起のない方）の高さと針の
高さを Z 軸操作ハンドル（粗動）で合わせる．  
 
 
 
 
 
 
 
(f) 針の先端を卵に刺し入れ，空気を送る．  
 卵の内側に白い泡のようなもの（大きさ：卵の横幅の 8 分の 1 程度）が
現れれば，インジェクション液が注入されたといえる．  
 始原生殖細胞がお尻側（後端）に移動しまっているような発生が進みす
ぎてしまっている卵にはマイクロインジェクションせず，位置を記録し
ておく（このように発生が進みすぎている卵は後で取り除く．このよう
な卵に針を刺してしまうと針を壊しかねないので，針ではつぶさない）． 
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 乾かしすぎると卵膜にしわが寄り，内液と間ができる．また，インジェ
クション針を刺すと内側に大きくへこむ．乾きすぎた卵は孵化しないた
め，マイクロインジェクションには用いないようにする．  
 針が詰まったり，卵液が逆流したりしてしまった場合は針を交換する． 
(g) 適した条件の卵にはマイクロインジェクションを行い，マイクロインジェ
クションしなかった卵は位置を記録する．スライド 1 枚（およそ卵 15 個）
あたり 1 分半くらいでできるようになるとよい（ 1 個につき， 5～7 秒）．  
(h) スライド 3 枚分の卵にマイクロインジェクションし終わったら，実体顕微
鏡下でピンセットを用いて，マイクロインジェクションしなかった卵を取
り除く．  
(i) ラベルを記入し，水を張ったレールつきプラケースに並べる．  
(j) 6 枚並べ終わったら，ふたをして，容器とふたの隙間をパラフィルムを巻い
て封じる．  
 乾燥しないよう，容器に水を張る．この際，濡れティッシュなどは使わ
ない（孵化した幼虫が潜り込んでしまい，見つけづらくなるのを防ぐた
め．また，水に浮いていると見つけやすい）．  
 パラフィルムで封じないと，隙間から幼虫が逃げ出してしまう．  
 室温が 20℃に保たれている飼育室に置いておく．  
 1 日あたりスライド 20 枚程度（300 卵）が限度である．  
 
3-4. 孵化幼虫の回収  
―回収する時期と飼育密度  
(a) マイクロインジェクションをしてから 48 時間後，幼虫を拾い出し餌バイア
ルに移す．  
 先の細い筆で幼虫を拾いあげる．  
 幼虫は，シリコンオイルや容器に入れた水の中はもちろん，スライドガ
ラス間の隙間やビニールテープの下にもいることがある．そのため，ス
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ライドガラスを裏返したり土手を剝がしたりして，注意深く探すこと． 
 バイアルの餌量は深さ 2cm，幼虫密度は 1 バイアルあたり 15 頭程度と
する．一本当たりの幼虫数が多すぎると羽化率が低下する．  
(b) 餌バイアルに移したら， 20℃で羽化するまで静置する．  
(c) 始めの成虫個体が羽化してきたら，餌に張りついて死ぬ個体を減らすため
に，容器を逆さまにしておく．  
 餌表面の乾燥状態に応じて変化させる．具体的には，餌表面にテカリが
あり，羽化成虫の翅や脚が餌に張り付くようなら逆さまにしておいた方
がよい．ただし，逆さまにしておいた場合には，毎日羽化幼虫を餌バイ
アルに回収する必要がある（絶食によって死んでしまうため）．餌表面
にテカリがなく，翅などが張り付かない場合には，逆さまにはせず，そ
のままにしておけば一日置きに回収しても死亡率は低い．  
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4. 導入遺伝子のホモ接合化（attP 挿入系統の確立）  
 
4-1. 各世代における掛け合わせ  
―掛け合わせ概略図  
 
上記表のように掛け合わせを行う．  
 
4-2. 各世代におけるスクリーニング  
4-2-1. G0 世代  
(a) 蛍光観察する幼虫の飼育用にコーンミール（ 90g）の代わりとして，コーン
フラワー（60g）とコーングリッツ（ 30g）を配合した餌を作製しておく．  
 餌の量はバイアルの深さ 1cm 程度が好ましい．深すぎると，幼虫が底
まで潜行できず餌全体が液状に柔らかくならないため，幼虫の洗い出し
に手間がかかってしまう．  
(b) 羽化した成虫は，異なる性別の vermilion ‐成虫 3 頭とともに新しい餌バイア
ルに移す．  
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(c) 8 日後に 1 回目の餌替えを行い，さらにその 5 日後に成虫を捨てる．  
(d) 各バイアル内の幼虫は 3 齢のワンダリング期まで成長したら蛍光観察を行
い，蛍光を発する形質転換個体をスクリーニングする．なお，それぞれの
G0 成虫 1 頭につき，バイアル 2 本分の G1 幼虫について蛍光観察を行う．  
 形質転換幼虫のみ，新しい餌バイアルに移す．  
 同じバイアル由来の形質転換幼虫は，同じ餌バイアルに入れてよい．  
 
4-2-2. G1 世代  
(a) 羽化した成虫は，異なる性別の vermilion ‐成虫 3 頭とともに新しい餌バイア
ルに移す．  
(b) 8 日後に 1 回目の餌替えを行い，さらにその 5 日後に成虫を捨てる．  
(c) 各バイアル内の G2 幼虫は 3 齢のワンダリング期まで成長したら，蛍光観察
を行い，蛍光を発する形質転換個体をスクリーニングする．  
 次世代（G3）を高効率に増やすためには，形質転換 G2 成虫を 5 頭程度
得ることが望ましいが， 10 頭以上と多すぎる場合も，幼虫やスクリー
ニング作業が無駄になってしまう．そこで，1 本目のバイアルを用いて
スクリーニングした際に，10 頭以上の形質転換 G2 幼虫が得られた場合
には，2 本目のバイアルはスクリーニングに用いず捨ててよい．  
 
4-2-3. G2 世代  
(a) 羽化した成虫は G1 親ごとに新しい餌バイアルに移し，集団で交配させる． 
(b) 8 日後に 1 回目の餌替えを行う．  
(c) さらにその 5 日後ごとに餌替えを行い， 3 バイアル分の幼虫を得る．  
(d) 蛍光強度によって幼虫を選抜する．  
 幼虫の蛍光強度の違いから，ホモ接合体のみを選抜できた場合：50 頭程
度の幼虫をスクリーニングすればよく，蛍光の強いホモ接合体の幼虫
10～15 頭を得るようにする（親成虫のコンディションにもよるが，バ
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イアル 1~2 本分）．  
 ホモ接合体の幼虫とヘテロ接合体の幼虫を蛍光の強さでは区別できない
場合：80 頭程度の幼虫をスクリーニングする必要があり，蛍光を発し
ている幼虫 50～60 頭を得るようにする（バイアル 3～4 本分）．  
 同じ G0-ID であるにもかかわらず，蛍光を発している部位が異なる場
合は sub ラインとして別々に維持する．  
 
4-2-4. G3 世代  
(a) 羽化した成虫は雌雄各 1 頭ずつペアにし，交配させる．  
 幼虫の蛍光強度の違いから，ホモ接合体のみを選抜できた場合：最大 5
ペア  
 幼虫の蛍光強度の違いから，ホモ接合体とヘテロ接合体の区別ができな
い場合：最低 25 ペア  
(b) 8 日後に 1 回目の餌替えを行う．  
(c) さらにその 5 日後に成虫を捨てる．  
(d) バイアル 2 本分の幼虫を蛍光観察し，全ての幼虫が蛍光を発している場合
のみ幼虫を拾い集めて，維持する．  
 
4-2-5. G4 世代および遺伝子型の確認  
(a) 羽化した成虫はランダムに選び出し，遺伝子型を確認するため vermilion ‐
の成虫と掛け合わせる．G4 世代のメス 1 頭につき，vermilion
‐のオス 3 頭を
1 本のバイアルに入れる．これを 4 本作る．それ以外の成虫は G3 親ごとに
同じバイアルに入れて，集団で維持する．  
(b) vermilion
‐のオス成虫と掛け合わせたものについて，バイアル 1 本分の幼虫
を得る．  
 8 日後に餌の状態を観察し，複数幼虫がいるようなら成虫を捨てる．あ
まり幼虫がいないようであれば，餌を替え，さらにもう 1 バイアル分の
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幼虫を得る．  
(c) b で得た幼虫について蛍光観察を行う．  
 用意した 4 本のバイアルの内，幼虫が存在しているバイアルを 3 本観察
する．もし，2 本以下のバイアルからしか幼虫が発生しなければ，さら
に 2 本作成する．  
 3 本のバイアル全てにおいて，全ての幼虫が蛍光を発していた場合，ホ
モ接合化が成功したと考えられる．  
 3 本いずれかのバイアルで，蛍光を発していない幼虫がいた場合，ホモ
接合化は成功していない．  
(d) 各 G0-ID について，sub ラインがあるものを除き 1 つを残し捨てる．sub ラ
インがあるものは， sub ラインごとに維持する．  
 
4-3. 幼虫の蛍光観察  
4-3-1. 観察時期  
ワンダリングステージから蛹になる個体が観察されるようになった頃までに
スクリーニングを行う（ 1 齢であっても蛍光は観察できるが，蛹になる直前の 3
齢幼虫は大きく，最も観察しやすい）．  
 
4-3-2. 幼虫の洗い出し  
(a) 直径 10cm のプラシャーレの真ん中に水を滴下しておく  
 幼虫が多い場合は 800～1000µL，少ない場合は 500µL 程度が適当．  
(b) 蛍光観察する幼虫の入ったバイアルに水を注ぎ， 1 分間待つ．  
(c) 1 分経過したら，大きめの筆で餌をかき混ぜ，餌と水を撹拌する．  
(d) ドロドロになった餌を直径 16cm のガラスシャーレに流し入れる．  
(e) 濁りすぎていて幼虫が見えにくかったり，幼虫に餌が付着していたりする
場合はさらに水を加える．  
(f) 水に浮かんだ幼虫をピンセットで掬いあげ，プラシャーレの中心の水滴に
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浮かべていく．  
 幼虫の拾い出しや蛍光観察は，まとめて行う方が
作業効率が良い．そのため，バイアル 2～3 本分
の幼虫を平行してシャーレに移し，蛍光観察する． 
 ただし，幼虫は水に浮かべてから時間が経ちすぎ
ると逃げたり弱ってしまったりする．そのため，
幼虫を水に浮かべ出してから 10 分以内に蛍光観
察することが望ましい．  
 
4-3-3. 蛍光観察用の顕微鏡とその注意点  
―使用する機器例  
蛍光立体顕微鏡：MZ-FL III 
フィルター：DsRED 
 
―蛍光観察時の注意点  
 サンプルに励起光を当て続けると，蛍光が弱まるのでピントなどは事前に
確かめてセットしておくと良い．  
 
4-3-4. 蛍光観察  
(a) 滴下した水中に浮かぶ幼虫を観察する．  
(b) 蛍光を発している幼虫は細筆で拾い上げて餌バイアルに移す．  
(c) 残りの幼虫は熱湯で殺して捨てる．  
 
―蛍光を発する部位  
蛍光を発する部位は，Bolwig's organ（幼虫の眼），CNS（中枢神経），anal pads
（肛門板）および head region（頭部の周辺）である．これらのうち，CNS は比
較的大きく，若齢幼虫でも観察可能である．一方，anal pads は CNS より大きい
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ものの，若齢では見えにくい（通常幼虫は anal pads を下にして，這っているた
め，幼虫をひっくり返してみると見えやすくなる）． bolwigs' organ， anal pads
および head region は形質転換体によって，蛍光が弱かったり，蛍光をを発して
いなかったりする幼虫もいる．これは，ゲノム上の組み込み部位の違いに起因
すると考えられる．  
 
 
 
―留意点  
これらの他に自家蛍光として，腸や後呼吸管（ posterior horn）が蛍光を発し
ている．また，ポテト餌も蛍光を発しているかのように見えるため，できる限
り幼虫に付着しないようにする．  
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付録 A-1.  attP 配列のホモ接合化のための掛け合わせ手順の図解．  
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B. phiC31/attP システムを用いた部位特異的な遺伝子導入 
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1. ハエのステージング  
 
1-1. 系統  
piggyBac トランスポゼースを用いて，テナガショウジョウバエのゲノム内に
組み込んだ attP 配列を掛け合わせによってホモ接合化した系統（以下，attP 挿
入系統）を用いる．なお，系統名は piggyBac トランスポゼースを用いた attP
配列の挿入実験における G0 世代のシリアルナンバーに由来する．  
 
 
採卵用成虫の準備に関しては，「付章 A. piggyBac トランスポゼースを用いた遺
伝子導入  1. ハエのステージング  1-2. 採卵用成虫の準備」を参照のこと．  
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2. インジェクション液  
 
2-1. プラスミド  
phiC31 インテグレースを用いた遺伝子の導入効率を attP 挿入系統ごとに比
較するために，インテグレース RNA（ヘルパーRNA）転写用プラスミド
pET11phiC31poly(A)と， attB 配列を有し，vermilion をマーカーにしたベクター
プラスミドとして pBFv-nosP-Cas9（ベクターDNA；Kondo & Ueda, 2013）を用
いた．なお，pET11phiC31poly(A)は，Michele Calos 博士より分譲いただいたも
のである（Addgene plasmid # 18942；Groth et al.,  2004）．  
 
2-1-1. プラスミド DNA の調製  
 ベクターDNA は，滴下カラムを用いた高品質の精製を行う必要がある．培地
の準備や培養については通常通りに行う．  
 
―プラスミド DNA の精製  
  pBFv-nosP-Cas9 プラスミドは，DNA のままマイクロインジェクションするの
で，精製度の高いキット（ e.g., QIAGEN Plasmid Mini kit）で精製する必要があ
る．一方，pET11phiC31poly(A)プラスミドは，RNA に転写してからマイクロイ
ンジェクションするので，そこまで高い精製を行う必要がない（ e.g., Fastgene 
Plasmid Mini kit）．なお，pET11phiC31poly(A)プラスミドは低コピープラスミド
であるため，低コピープラスミド用のプロトコルがあればそちらを用いた方が
よい．  
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2-2. ヘルパーRNA 合成と精製，クオリティチェック  
pET11phiC31poly(A)プラスミドは制限酵素（BamHI）を用いて直鎖化してか
ら，RNA 合成（mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra kit）と精製（MEGAclear kit），
およびヘルパーRNA のクオリティチェックを行う．  
 
―ヘルパーRNA のクオリティチェック  
 濃度測定  
濃度：ベクターDNA と混合して利用するため，ベクターDNA やインジェク  
ションする際の濃度にもよるが， 1.5ug/uL 以上であると使いやすい． 
A260/A280 値： 2.00 前後（大概 2.3 程度）  
 
 電気泳動  
1% MOPS アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，サイズとスメアの有無
を確認する．  
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2-3. インジェクション液の調製  
ヘルパーRNA とベクターDNA の混合液は，それぞれ精製したものを混ぜて
作成する．溶媒として Nuclease free water を用いる．  
 
 
溶液の保存と使用回数に関しては，「付章 A. piggyBac トランスポゼースを用い
た遺伝子導入 2. インジェクション液 2-4. 溶液の保存と使用回数」を参照のこ
と．  
 
 
マイクロインジェクションの方法に関しては，「付章 A. piggyBac トランスポゼ
ースを用いた遺伝子導入  3. マイクロインジェクション」の項を参照のこと． 
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3. 導入遺伝子のホモ接合化（導入遺伝子系統の確立）  
 
3-1. 各世代における掛け合わせ  
―掛け合わせ概略図  
 
 
上記表のように掛け合わせを行う．  
 
3-2. 各世代におけるスクリーニング  
3-2-1. G0 世代  
(a) 羽化した成虫は，異なる性別の vermilion ‐成虫 3 頭とともに新しい餌バイア
ルに移す．  
(b) 8 日後に 1 回目の餌替えを行い，さらにその 5 日後に成虫を捨てる．  
(c) 各バイアルの成虫が羽化したら，成虫の眼の色を観察し，赤眼（ vermilion+）
の成虫のみを集める．  
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 赤眼の成虫のみ，新しい餌バイアルに移す．  
 同じバイアル由来の形質転換成虫は，同じ餌バイアルに入れてよい．  
 ホモ化するためには，毎日観察を行い未交尾の成虫を集める必要がある． 
 attP 挿入系統ごとに，1 つでもホモ接合化できればよい．なので，赤眼
の成虫が得られた attP 挿入系統の残りのバイアルは，形質転換効率の
みを記録すればよいので， 3 日置きに確認すればよい．  
 
3-2-2. ホモ接合化のための掛け合わせ  
(a) G2 世代以降，赤眼成虫のみを集団で累代飼育している．  
(b) それらのバイアルの内，ワンダリング期の幼虫がいるものを用いて，蛍光
強度によってホモ接合体と思われる幼虫を選抜する．  
 幼虫の蛍光強度の違いからヘテロ接合体とホモ接合体を区別できると
分かっている系統のみをホモ接合化する．  
(c) 蛍光強度によって選抜した幼虫を入れたバイアルから，新たに羽化した成
虫はランダムに選び出し，遺伝子型確認のため， vermilion ‐成虫と掛け合わ
せる．メス 1 頭につき， vermilion ‐のオス 3 頭を 1 本のバイアルに入れる．
これを 4 本作る．それ以外の成虫は attP 挿入系統ごとに同じバイアルに入
れて，集団で維持する．  
(d) vermilion
‐と掛け合わせたものについて，バイアル 1 本分の幼虫を得る．  
 8 日後に餌の状態を観察し，複数幼虫がいるようなら成虫を捨てる．幼
虫が少なければ，餌を替え，さらにもう 1 本分の幼虫を得る．  
(e) vermilion
‐と掛け合わせたものについて，蛍光観察を行う．  
 用意した 4 本のバイアルの内，幼虫が存在しているバイアルを 3 本観察
する．もし，2 本以下のバイアルからしか幼虫が発生しなければ，さら
に 2 本作成する．  
 3 本のバイアル全てで，全ての幼虫が蛍光を発していた場合，ホモ接合
化が成功したと考えられる．  
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 3 本いずれかのバイアルで，蛍光を発していない幼虫がいた場合，ホモ
接合化は成功していない．  
 
幼虫の蛍光観察の方法に関しては，「付章 A. piggyBac トランスポゼースを用い
た遺伝子導入  4. 導入遺伝子のホモ接合化  4-3. 幼虫の蛍光観察」を参照のこ
と．  
  
 91 
 
付録 B-1：attP 配列へ組み込んだ外来遺伝子のホモ接合型のための  
掛け合わせ手順の図解．  
 
 
  
92 
 
付録 B-2：attP 配列が常染色体と性染色体のどちらに座上するかを  
判別する方法  
 
①  性染色体に座上している場合  
 G0 世代の成虫がオス  
 vermilion -系統のメスと掛け合わせた場合，G1 世代で観察される赤眼の
成虫はメスのみである（以下，赤い矢じりは vermilion+を示す）．  
 
 G0 世代の成虫がメス  
 vermilion -系統のオスと掛け合わせた場合，G1 世代において雌雄区別な
く赤眼と橙眼が 1：1 の割合で出現する．  
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②  常染色体に座上している場合  
 vermilion -系統と掛け合わせた場合，G1 世代において雌雄区別なく赤眼
と橙眼が 1： 1 の割合で出現する．  
 
 
以上のことから，G0 世代の成虫がオスであった場合には，G1 世代に赤眼のオ
スがいるかどうかで性染色体上にあるか，常染色体上にあるかを判断できる．  
 G1 世代における赤眼の成虫がメスのみ：性染色体に座上している．  
 G1 世代における赤眼の成虫が雌雄共に存在している：常染色体上に座
上している．  
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